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GLOSARIO

HA Acido Hialurénico
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MHC Complejo Mayor de Histocompatibilidad

AM Membrana Amniética

dHAM Membrana Amniética Humana Descelularizada
MSC Células Madre Mesenquimales

MSC-EV Vesiculas Extracelulares Derivadas de Células Madre
Mesenquimales

AT-MSC Células Madre Mesenquimales de Tejido Adiposo
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Amnio
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humana. Esta fue descelularizada, liofilizada, pulverizada y esterilizada con !
de etileno. Para determinar la concent(acién dg dHAM en las squPlgnei
poliméricas, se evalud la concentracion minima efectiva de dHAM capaz de Induc
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Las soluciones de PCL (9% p/v) y PVP (12.5% plv) se prepararon en acido aceﬁco
y etanol, respectivamente, incorporando dHAM (4 mg/mL) para generar las matrices
compuestas mediante spin coating. Se caracterizaron por angulo de contacto y
espectroscopia ATR-FTIR. Se evalu6 la citocompatibilidad con células madre
mesenquimales de médula 6sea murina (BM-MSC) mediante tincién DAPI y ensayo
Live/Dead. Finalmente, se realizd un ensayo de cicatrizacién in vitro. Resultados:
L as matrices mostraron superficies lisas, homogéneas y libres de defectos visibles.
El angulo de contacto indico superficies hidrofilicas en todos los grupos analizados

(<90°). El ATR-FTIR confirmé la preservacion estructural de los polimeros tras la
incorporacién de dHAM. La adicion de dHAM incrementé significativamente la
proliferacion celular a las 24 y 48 h (PCL-dHAM +35%, PVP-dHAM +30%). En el
ensayo de cicatrizacion, PCL-dHAM y PVP-dHAM alcanzaron cierres del 98.5% vy
93.1% a las 24 h, superando a sus equivalentes sin dHAM (p = 0.0001)
Conclusién: La incorporacion de dHAM en andamios de PCL y PVP fabricados po;'
spin coating mejora su desempefio bioldgico, favoreciendo la proliferacion

migracion celular sin comprometer la integridad quimica de los polimeros. ¥
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ABSTRACT

Q.F.B. Juan de Dios Méndez Quezada

Titulo: “Evaluation, Characterization, and Cytocompatibility of PCL/PVP Composite
Matrices Incorporating Decellularized Amniotic Membrane for Regenerative

Medicine Applications”.

Introduction: The human amniotic membrane (HAM) is a biomaterial rich in
bioactive molecules with the ability to promote cellular processes. However, its use
presents mechanical and stability limitations. Combining it with polymers such as
polycaprolactone (PCL) and polyvinylpyrrolidone (PVP) can optimize its properties.
The spin coating technique offers a reproducible, low-cost, and controlled method
for manufacturing scaffolds with potential applications in regenerative medicine.
Objective: This study aims to develop and characterize PCL and PVP composite
matrices with decellularized HAM (dHAM), evaluating their physicochemical
properties and cytocompatibility for potential use in regenerative medicine.
Materials and Methods: dHAM was obtained from human placenta, then
decellularized, lyophilized, pulverized, and sterilized with ethylene oxide. To
determine the dHAM concentration in the polymeric solutions, the minimum effective
concentration capable of inducing a proliferative effect was evaluated through a
luminescence-based viability assay. PCL (9% wi/v) and PVP (12.5% wiv) solutions
were prepared in acetic acid and ethanol, respectively, incorporating dHAM (4

mg/mL) to generate the composite matrices via spin coating. The matrices were
ontact angle measurement and ATR-FTIR spectroscopy.

characterized by ¢
assessed with murine bone marrow-derived mesenchymal

Cytocompatibility was
stem cells (BM-MSC) using DAPI staining and Live/Dead assay. Finally, an in vitro
wound-healing assay was performed. Results: The matrices exhibited smooth,
homogeneous surfaces free of visible defects. Contact angle measurements

indicated hydrophilic surfaces in all analyzed groups (<90°). ATR-FTIR confirmed
the structural preservation of the polymers after incorporating dHAM. The addition
increased cell proliferation at 24 and 48 h (PCL-dHAM +35%,

of dHAM significantly
PVP-dHAM +30%). In the wound-healing assay, PCL-dHAM and PVP-dHAM
achieved closure rates of 98.5% and 93.1% at 24 h, respectively, surpassing their

equivalents without dHAM (p < 0.0001). Conclusion: Incorporating dHAM into PCL
and PVP scaffolds fabricated via spin coating enhances their biological performance,
promoting cell proliferation and migration without compromising the chemical

integrity of the polymers.
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1. INTRODUCCION

La medicina regenerativa es una ciencia emergente nacida de la creciente
necesidad de obtener terapias que puedan recuperar la funcion fisioldgica de tejidos
u organos dafiados a través de diversos enfoques: 1) promover los mecanismos
fisiologicos de reparacion del organismo; 2) trasplante de 6rganos o tejidos,
incluidos xenotrasplantes de especies genéticamente modificadas; 3) produccion de
organoides con estructura y funcién similar a érganos nativos; 4) modificacion del
entorno celular a través de terapia génica o celular; 5) uso e incorporacion de
biomateriales compatibles que promueven los mecanismos autoregenerativos; 6)

encapsulacion de factores o nanotecnologia, etc (Altyar et al., 2023a).

La importancia de esta rama de la ciencia radica en la limitada o, incluso nula
capacidad de las terapias convencionales, como la farmacologia o la cirugia, para
reparar o regenerar tejidos u 6rganos durante o después de ciertos trastornos
patoldgicos o accidentales como el infarto al miocardio, quemaduras, extremidades
amputadas, e insuficiencia organica (Altyar et al., 2023; Leal-Marin et al., 2021).
Esta necesidad se extiende a procesos degenerativos relacionados con el
envejecimiento natural como la osteoartritis primaria, la cual esta asociada a
factores de riesgo como edad, género, factores anatomicos, y no a trauma o
enfermedades predisponentes (Sen, et al., 2023).

Basado en lo mencionado anteriormente, se infiere que la medicina
regenerativa es un campo beneficiado por la participacion de otras ramas de la
ciencia, como la ingenieria, quimica, o medicina, esto con el fin de obtener un
panorama completo de los procesos biolégicos involucrados en la regeneracion y
en el desarrollo de novedosos enfoques terapéuticos, mas efectivos y

personalizados.



Ingenieria de tejidos

Es uno de los enfoques de la medicina regenerativa basada en el uso de células,
materiales biocompatibles (andamios), factores bioquimicos (factores de
crecimiento) y estimulos fisicos (polimeros), asi como la combinacion de estos para
crear estructuras similares a tejidos y/o que fomenten el crecimiento tisular
(Berthiaume et al., 2011).

Haciendo hincapié en los componentes basicos de las estructuras formadas
a partir de la ingenieria de tejidos, el uso de andamiajes, mejor conocidos como
“scaffolds” por su traduccion al inglés, es uno de los elementos mas investigados en

la actualidad.

Los andamios son materiales o constructos bi o tridimensionales compuestos
por materiales que interactiian con sistemas biol6gicos y, por lo mismo, deben de
ser biodegradables, biocompatibles y bioactivos. Los andamios actian como una
matriz  extracelular temporal, proporcionando un ambiente Optimo vy
estructuralmente similar al del tejido nativo, para el crecimiento y desarrollo de
células, promoviendo asi la reparacion tisular. Complementario a su funcién de
soporte para las células cultivadas, pueden poseer un rol en su adhesion,
crecimiento, diferenciacion, proliferacion, fenotipo y/o migracién para el desarrollo
de nuevo tejido (Echeverria., 2021; Van., 2023). Adicionalmente, con el fin de
optimizar los procesos de reparacion tisular, la porosidad de los andamios puede
facilitar localmente la liberacion controlada factores de crecimiento, nutrientes,
enzimas, farmacos y otras proteinas funcionales, pudiendo incluso modificar la
expresion de genes clave involucrados en la regeneracion y restauracion del tejido
danado (Mozafari et al., 2019).

Membrana amnidtica

Por muchos afios se ha evaluado el empleo de membranas amniéticas, o amnio,
como biomaterial en medicina regenerativa e ingenieria de tejido, demostrando sus

diversas y prometedoras propiedades, de tal manera que el primer articulo cientifico
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escrito sobre su aplicacion en ingenieria de tejidos, especificamente como sustituto
de injertos de piel, data de 1910. A partir de entonces, su utilizaciéon se amplié a
distintos campos clinicos, empleandose en el tratamiento de quemaduras, la
elaboracion de apdsitos quirargicos y en procedimientos reconstructivos, entre
otros. (Litwiniuk & Grzela, 2014).

La membrana amnidtica juega un rol importante durante la gestacién a través
de la proteccion del feto contra traumas, substancias ajenas e infecciones; en el
transporte y regulacion de nutrientes, agua, factores de crecimiento y citocinas
necesarias, asi como en la excrecion de sustancias de desecho. Este material
también provee de los nutrientes necesarios para el desarrollo fetal.
Particularmente, destacan sus componentes celulares, como las células epiteliales
amnidticas humanas y las células estromales mesenquimales amnitticas. Ademas,
se han identificado mas de 220 compuestos bioactivos, entre ellos proteinas de la
matriz extracelular, factores de crecimiento e inhibidores de proteasas, entre otros,
como se muestra en la Tabla 1. Ademas de su papel durante la gestacion, la
membrana amnidtica conserva sus propiedades biolégicas despues del parto.
Gracias a estas caracteristicas y a la facilidad de obtencién, se considera un
material abundante, accesible y de bajo costo, con alto potencial para aplicaciones
en medicina regenerativa e ingenieria de tejidos (Arki et al., 2023; Fenelon et al.,
2023).

La membrana amniética se encuentra en la parte mas interna de la placenta
fetal, rodeando al embrion y en contacto directo con el liquido amniético.
Histolégicamente se compone de tres capas principales: una capa epitelial
ectodérmica (epitelio amniético) en la superficie fetal, una membrana basal gruesa
inmediatamente debajo, y una capa estromal avascular compuesta de tres capas:
una capa compacta, una fibroblastica y una de esponjosa o intermedia (Dadkhah
Tehrani et al., 2021).

La capa epitelial consiste en una monocapa de células epiteliales amnidticas
(AECs) que secretan glucoproteinas, fibras de colageno, particularmente colageno
IV y VII las cuales contribuyen a la composicion de la capa basal, ademas de
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factores de crecimiento y citocinas (Salazar-Monsalve et al., 2024). Estas células se
encuentran unidas a la capa o membrana basal, la cual se compone principalmente
por colageno tipo IV, V y VII, junto con laminina, fibronectina y otros componentes
de matriz, lo que le confiere resistencia y la hace un sustrato excelente para la
adhesién de células epiteliales (Dadkhah Tehrani et al., 2021; Malhotra & Jain, 2014;
Tobin et al., 2025).

Por dltimo, la capa estromal se subdivide en una capa compacta acelular y
densamente poblada de fibras de colageno, siendo responsable de la integridad
mecanica y resistencia tensil del tejido; una capa fibroblastica, la cual se encuentra
poblada por fibroblastos mesenquimaticos (también denominados células
estromales mesenquimales amniéticas o AMSCSs) junto con matriz extracelular laxa.
Cabe destacar que estas dos capas son las principales responsables de la basta
cantidad de colageno dentro de la membrana amnidtica. Por dltimo, la capa
esponjosa o intermedia se caracteriza por ser rica en proteoglicanos y fibras de

coldgeno mas laxas (Salazar-Monsalve et al., 2024).

Amniotic fluid

Epithelium
Basement membrane
Compact layer

Fibroblast layer

Intermediate layer

Reticular layer

Basement membrane

Trophoblasts

Maternal decidua

Figura 1.- Representacion esquematica de la estructura de la membrana fetal
Fuente: A Review on Modifications of Amniotic Membrane for Biomedical Applications.

Dadkhah Tehrani et al., 2021.

Una caracteristica que hace el uso de amnios una propuesta interesante para

la ingenieria de tejidos son la presencia natural de factores de crecimiento y

4



componentes bioactivos, los cuales a su vez confieren diversas propiedades como:
antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidante, citoprotectoras, regenerativas,
entre otras. Algunos de los componentes bioactivos mas comunes son el acido
hialurénico (HA), alfa-2-macroglobulina (A2M), fibronectina, factor de crecimiento
endotelial vascular A (VEGF-A), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
(Jahanafrooz et al., 2023; Wetzell., 2024).

Los componentes bioactivos de la membrana amniotica derivan
principalmente de dos fuentes: la matriz extracelular (ECM) y las células que la
conforman. La ECM esta compuesta por proteinas estructurales y factores
bioactivos, entre los que destacan colagenos (tipo | y Ill en la capa estromal; tipos
IV, Vy VIl en la capa basal, la cual sustenta al tejido epitelial del tejido), asi como
elastina, laminina, fibronectina, nidégeno, perlecan, proteoglicanos y diversos

glucosaminoglucanos (Fénelon et al., 2021).

Otro componente de gran importancia es el acido hialurénico (HA),
particularmente esta presente en la matriz estromal de la membrana amnioética fetal.
Mas alla de su funcidén como agente hidratante en la industria cosmética, el HA ha
demostrado desempefiar un papel clave en la reparacion tisular, al favorecer la
migracion celular y modular la respuesta inflamatoria. Se ha reportado que el HA
presente en la matriz extracelular fetal puede contribuir a la supresion de la via de
sefalizacion de TGF-f, reduciendo la expresion de sus isoformas (TGF-$1, B2 y
B3), asi como la de su receptor tipo Il (TGFBR2). Esta accién, llevada a cabo
principalmente a través de la unién a receptores de membrana CD44, inhibe la
fosforilacion de Smad2/3, factores de transcripcion involucrados en la via de TGF-
B, y por consiguiente, influyendo sobre la proliferacion y diferenciacion de
fibroblastos en miofibroblastos, lo que disminuye la fibrosis y favorece la

regeneracion tisular (Malhotra & Jain, 2014).

Ademas de la ECM, las poblaciones celulares secretan componentes de la
membrana basal, principalmente colageno, asi como diversos factores bioactivos.
Estas células pueden liberar factores que promueven la proliferacion, migracion y

diferenciacion de células epiteliales, endoteliales y del tejido conectivo, facilitando
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la reparacion tisular; moléculas que ayudan a modular la respuesta inmune,
reduciendo la inflamacién y favoreciendo un ambiente reparativo; componentes que
protegen la integridad del tejido en regeneracion y previenen la degradacion
excesiva de la matriz extracelular; asi como ciertos péptidos antimicrobianos que
fungen como una barrera contra posibles infecciones (Fénelon et al., 2021; Salazar-
Monsalve et al., 2024).

Tabla 1.- Algunos componentes bioactivos secretados por las lineas celulares
amnidticas.

EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico)

KGF (Factor de Crecimiento de Queratinocitos)

HGF (Factor de Crecimiento de Hepatocitos)

VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular)

Factores regenerativos y bFGF (Factor de Crecimiento de Fibroblastos Basico)

de crecimiento S
TGF-B (Factor de Crecimiento Transformante beta)

IL-10 (Interleucina 10)

IL-1RA (Antagonista del receptor de interleucina-1)
TGF-B
Prostaglandina E2 (PGE2)

Moléculas moduladoras

de la respuesta inmune

Inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-
1/Serpina E1)

Dipeptidil peptidasa IV (DPPIV/CD26)

Factores antifibréticos y | TIMPs 1-4 (Inhibidores tisulares de
remodeladores de metaloproteinasas)
matriz Metaloproteinasas de Matriz
PAI-1/Serpina E1
Moléculas B-defensinas
antimicrobianas Elafin

Lisozima

Lactoferrina




La membrana amnidtica no solo es un material biocompatible y
biodegradable, sino que también proporciona un ambiente favorable para que las
células se adhieran, se establezcan, crezcan, se multipliquen y se especialicen, lo
cual es fundamental para la regeneracion efectiva de tejidos. Jahanafrooz et al.
reportd que el amnio puede fungir como un andamio, optimizado y biolégicamente
enriquecido para el cultivo de células mesenquimales (Elkhenany et al., 2022;
Jahanafrooz et al., 2023). Por lo tanto, gracias a su composicion, la membrana
amnidtica es un andamiaje natural excelente ya que, gracias a su superficie y

porosidad, las células pueden adherirse, organizarse, migrar y proliferar.

Algunos autores han sefialado que la membrana basal de la membrana
amnidtica presenta una composicion de colageno favorable para la adhesion,
proliferacion y migracion de células epiteliales, lo que la hace especialmente Util en
terapias orientadas a la regeneracion y cicatrizacion de heridas epiteliales (Malhotra
& Jain, 2014). Aunado a esto, el amnio posee una baja inmunogenicidad ya que sus
células no presentan moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
de clase Il, y solo presentan débilmente las moléculas MHC de clase | (Elkhenany
et al., 2022; Jahanafrooz et al., 2023).

Pese a todos los beneficios y ventajas que ofrece el uso de las matrices
biologicas, especialmente la membrana amnidtica, también posee ciertas
limitaciones tales como: 1) variabilidad en la morfologia (como el grosor de la
membrana, lo que puede afectar la reproducibilidad y el rendimiento del material);
2) relativamente alta velocidad de degradacién; 3) propiedades mecanicas
deficientes, 4) tiempo de vida media en almacenamiento; 5) posible riesgo
inmunogénico; entre otros. Cabe destacar que las propiedades de la membrana
amnibtica pueden modificarse por factores externos, como la capa de la que se
extraiga, el método de esterilizacion, el estado de conservacion o el tiempo de
almacenamiento. Sin embargo, también existe una variabilidad asociada al donante,
ya que parametros como la edad y el estado de salud materno, asi como el sexo
fetal, pueden influir en los niveles de componentes bioactivos presentes,

aumentando o disminuyendo su concentracion y, en consecuencia, sus propiedades



finales. (Fenelon et al., 2023; Gholipourmalekabadi et al., 2020; Jahanafrooz et al.,
2023).

Actualmente se dispone de productos comerciales en distintas
presentaciones para su uso clinico. En oftalmologia, la membrana amniética se
utiliza como injerto biolégico para favorecer la regeneracion corneal y reducir la
inflamacion; en dermatologia y cirugia, se emplea como apa@sito en el tratamiento
de quemaduras y heridas cronicas; en traumatologia, como recubrimiento en
defectos 6seos. A su vez, areas de la ciencia basica como la terapia celular para el
cultivo de células, diferenciacion celular, y la ingenieria de tejidos, también han
incursionado en sus posibles aplicaciones a traves de la formacion de andamios (Li
et al., 2023).

Algunos ejemplos de productos comercialmente disponibles en el mercado
que hacen uso de la membrana amniética son: Epieffect® (MIMEDX), el cual es un
parche de placenta humana liofilizada cutaneo que ayuda a la cicatrizacion de
heridas y Ulceras venosas; AmnioGraft® (Bio Tissue), es un injerto de membrana
amnidtica criopreservada que favorece a la recuperacion postoperatoria en
procedimientos oculares; AMCL® (Wang Vision Institute), los cuales son lentes de
contacto de membrana amnié6tica descelularizada que propicia la cicatrizacion de la

cornea y mejora el sindrome del ojo seco (Li et al., 2023)

Como se puede apreciar, la membrana amniética puede encontrarse en
distintos estados segun el procesamiento al que es sometida, esto con la intencién
de postergar su vida (til o biocompatibilidad. Algunos ejemplos de los
procesamientos posteriores son la descelularizacion, liofilizacion, criopreservacion,

etc.



Descelularizaciéon de la membrana amnidtica

Uno de los procesamientos mas empleados en la membrana amnidtica es la
descelularizacion o la eliminacion del componente celular presente con el fin de
reducir la respuesta inmunitaria mientras se conservan las proteinas estructurales,
aumentando su biocompatibilidad y versatilidad en el cuerpo. Asi mismo, se ha
observado que la descelularizacién provoca la exposicion de las proteinas de la
matriz extracelular, conservando y mejorando las propiedades innatas del amnio
(Fenelon et al., 2023).

Otro de los beneficios de emplear amnios descelularizados en medicina
regenerativa e ingenieria de tejidos es que, ademas de facilitar la adhesion celular,
este biomaterial mantiene proteinas de ECM vy diversos factores bioactivos que
favorecen la proliferacion, viabilidad y la diferenciacion de diversos tipos celulares.
Nazari y colaboradores (2022), demostraron que el amnio descelularizado
promueve la viabilidad y proliferacion de células cardiacas embrionarias de rata
(Nazari et al., 2022); Hadipour y colaboradores (2021) reportaron que facilitd la
adhesion y diferenciacién de células madre derivadas de tejido adiposo de rata
(Hadipour et al., 2021); Hasmad y colaboradores (2018) evidenciaron que su uso
como andamio favorece la diferenciacion osteogénica en células
musculoesqueléticas humanas (Hasmad et al., 2018); Liu y colaboradores (2018)
observaron un aumento en la supervivencia y expansion de células madre del limbo
(Liu et al., 2018); Gholipourmalekabadi y colaboradores (2018) encontraron que
promovid la proliferacibn y mantenimiento del fenotipo en células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano (Gholipourmalekabadi et al.,
2018); finalmente, Arasteh y colaboradores (2018) observaron un ambiente
favorable para la proliferacion de fibroblastos embrionarios de raton (Arasteh et al.,
2016). En conjunto, estos estudios evidencian que el amnio descelularizado no solo
actia como recubrimiento fisico para la adhesion, sino que constituye un
microambiente bioactivo capaz de promover procesos celulares clave en la

regeneracion tisular.



Liofilizaciébn como proceso de conservacion

La correcta eleccion de la metodologia de preservacion de la membrana amniética
impactard en la preservacion de sus propiedades biolégicas y mecanicas,
incluyendo, pero no limitdndose a la integridad de las proteinas de la matriz
extracelular, asi como aumentar la disponibilidad a largo plazo, ademas de facilitar
su transporte y, en algunos casos, su aplicacién. En contraste, la utilizacion de
métodos inadecuados de preservacion puede acelerar su degradacion,
comprometer su estructura y funcionalidad, y aumentar el riesgo de contaminacion
microbiana, limitando asi su aplicabilidad clinica (Gholipourmalekabadi et al., 2020;
Leal-Marin et al., 2021).

La liofilizacion es un método de preservacion basado en la congelacion del
amnio para luego reducir la presidon ambiental y eliminar el agua por sublimacion.
Las ventajas de este método son la baja probabilidad de contaminacion, la facilidad
de almacenamiento a temperatura ambiente sin necesidad de congeladores o
nitrogeno liquido y la adecuada preservacion de las propiedades fisicas del tejido.
Asi mismo, se ha corroborado la eficacia de este método en la preservacion de las
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y antifibroblasticas
(Gholipourmalekabadi et al., 2020; Leal-Marin et al., 2021).

Biomateriales en medicina regenerativa e ingenieria de tejidos

Una estrategia empleada para superar inconvenientes estructurales, mecanicos y
de degradacion de la membrana, es la creacién de matrices hibridas o compuestas
derivadas de la combinacién con otros biomateriales, ya sea naturales, sintéticos, u

organicos (Fenelon et al., 2023).

El término "Biomaterial” fue definido por primera vez en 1986 (Ghasemi-
Mobarakeh et al., 2019), el uso de materiales o0 compuestos data desde el siglo XIX,
después de la invencién del acero inoxidable. Durante los primeros afios, la Unica
propiedad que debian mantener era ser biolégicamente inerte, siendo esta
considerada la primera generacion de biomateriales, y no fue hasta mediados de
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1980 que se propuso la incorporacion de propiedades bioactivas o reabsorbibles
como criterio de inclusion, siendo esta la segunda generacion. En la tercera, y actual
generacion, las propiedades y/o criterios para acreditar un biomaterial son variados,
siendo la activacion de células y genes que estimulen la curacién y/o regeneracion
de 6rganos y/o tejidos parte crucial de esta generacion (Yang et al., 2017). No
obstante, investigaciones recientes sobre el comportamiento electrofisiolégico de
las células y los tejidos han generado un creciente interés en el desarrollo de
biomateriales capaces de estimular a células especificas en los tejidos u 6érganos.
Esta tendencia ha dado lugar a lo que podria considerarse la cuarta generacion

biomateriales, funcionalizados e inteligentes (Reyes-Blas et al., 2021).

Los biomateriales son sustancias o elementos que interactdan con sistemas
biolégicos con el fin de tratar, reparar o reemplazar tejidos y érganos del cuerpo,
Estas interacciones ayudan a promover la adhesion y proliferacion celular,
mejorando las propiedades intrinsecas de la matriz, retener y liberar compuestos
bioactivos, transmitir sefiales fisicas y quimicas similares al entorno natural, entre
otros. Idealmente, los biomateriales necesitan ser biocompatibles, biodegradables,
bioactivos, proveer soporte mecéanico y estructural, ser porosos, procesables y
estables, sOlo por mencionar algunas caracteristicas deseables (Bhaskar et al.,
2021).

Tradicionalmente los biomateriales se agrupan en cuatro categorias
principales segun su naturaleza quimica: polimeros, ceramicas, metales y
materiales compuestos. No obstante, algunos autores proponen ampliar esta
clasificacion para incluir los biomateriales derivados de origen biol6gico y/o
nanomateriales (Prasad et al., 2017; Rahmati, Pennisi, Budd, et al., 2018; Rahmaiti,
Pennisi, Mobasheri, et al., 2018; Vaiani et al.,, 2023). Cada uno de estos
biomateriales posee ciertas cualidades y limitaciones, por lo que no existe un

material ideal para todas las aplicaciones.

A pesar de que un biomaterial pueda ser clasificado como biocompatible, es
necesario especificar que esta caracteristica debera ser evaluada dependiendo de

la aplicacion ya que un material que resulta biocompatible en un contexto
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determinado puede no serlo en otro (Prasad et al., 2017). Un ejemplo se observa
en la eleccion de biomateriales para la regeneracion de tejidos 0seos. Los metales
ofrecen excelentes propiedades mecéanicas y buena biocompatibilidad, aunque
presentan el inconveniente de ser mas pesados y rigidos. En contraste, las
cerdmicas destacan por su elevada resistencia a la compresion, pero su fragilidad
las hace menos confiables frente a cargas de flexion o condiciones de fatiga. Por
ello, la seleccion de cada biomaterial debe realizarse considerando tanto la

aplicacion como la funcién que se espera desempefie en el tejido (Marin, 2023).

Metales

Los metales son elementos ampliamente usados en biomedicina gracias a sus altas
propiedades mecanicas y durabilidad. Son utilizados principalmente en reemplazos
de articulaciones, implantes dentales, fijaciones ortopédicas y stents (Prasad et al.,
2017). Aunado a esto, ciertas propiedades pueden ser modificadas con el objetivo
de mejorar su compatibilidad con el hospedero. Por ejemplo, algunas
modificaciones se centran en modificar la superficie del metal, como su rugosidad,
con el fin de promover la osteointegracién del implante (Cao & Ding, 2022). Otras
modificaciones incluyen la combinacién con otros metales para la formacion de
aleaciones, como el descrito por Zhang Y (2020) quien combiné Ti con Nb para
mejorar la resistencia a la traccion del titanio en aras de emplearlo en implantes
ortopédicos y dentales (Y. Zhang et al., 2020); o inclusive, el uso de vesiculas
extracelulares, como las derivadas de células madre mesenquimales (MSC-EV),
para recubrir y funcionalizar el area, promoviendo asi la compatibilidad de los
osteoblastos y la actividad osteoinductiva, tal y como fue reportado (Chen et al.,
2021).

Los metales, ademas de exhibir buenas propiedades mecanicas, también
son excelentes conductores térmicos y eléctricos, por lo que su uso también se ha
extendido a la fabricacion de valvulas cardiacas, marcapasos o stents vasculares
(Chong et al., 2023; Pandey et al., 2020).
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Los metales mas empleados para la fabricacion de productos biomédicos se
agrupan principalmente en tres categorias: el titanio y sus aleaciones, el acero
inoxidable y las aleaciones de cobalto-cromo (Co-Cr). Dentro de ellos, el titanio y
sus aleaciones, en particular el Ti-6Al-4V, son de los mas utilizados en aplicaciones
médicas por su resistencia mecanica y a la corrosion. No obstante, existen otros
metales y aleaciones en investigacion o con uso mas limitado que también poseen
potencial biomédico (Chong et al., 2023; NeoNickel, n.d.). Este material es una
aleacion de titanio alfa-beta con aluminio y vanadio, es una de las aleaciones con
mayor potencial, esto con base en sus propiedades, siendo mas fuerte, ligero, y
resistente a la corrosion en el cuerpo humano frente al acero inoxidable y las

aleaciones de Cobalto-Cromo (Co-Cr) (Campanelli, 2021).

El uso de metales también conlleva limitaciones. Los metales empleados en
la actualidad son biodegradables y biocompatibles, pero su uso excesivo 0
degradacion prematura puede ser contraproducente para el paciente. Ademas,
ciertas modificaciones pueden acrecentar los problemas de compatibilidad, como la
adicion Be, Co, Cr, Cu, Fe, Ni, Al o Pa, los cuales pueden ser causantes de

reacciones alérgicas o inflamacién local (Chaturvedi, 2016).

Por ultimo, aunque los metales poseen gran resistencia a la degradacion,
estos no son perpetuos. En Estados Unidos, aproximadamente 1 millén de
implantes de cadera se espera que fallen entre los 15 y 25 afios de uso causado
por la interaccion de los restos del implante con las células inmunitarias del
huésped, principalmente las células de la respuesta innata ocasionando una
respuesta inflamatoria local (Hall et al., 2020; Hallab & Jacobs, 2017), pero también
en la adaptativa, promoviendo la sensibilidad al metal relacionada con los implantes
(Hallab & Jacobs, 2017).

Ceramicas

Las ceramicas biomédicas, o bioceramicas, son un biomaterial prometedor para la

medicina regenerativa, especialmente para el area de odontologia y ortopedia
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donde el uso de metales, a pesar de poseer buenas propiedades mecénicas y de
traccion, carece de estética y, por el contrario, el uso de polimeros tiende a ser
inadecuado por su fragilidad. Se le denomina ceramica a todo aquel biomaterial
inorgénico, natural o sintético, que no sea quimicamente metal y que posea
biocompatibilidad, biofuncionalidad, seguro para el huésped (sin componentes
potencialmente carcinogénicos o toxicos); ademas de poseer aplicaciones médicas
(Cao & Ding, 2022). A su vez, las bioceramicas son fabricadas a partir de la
combinacion de elementos metalicos y no metélicos unidos por enlaces covalentes
y/o iénicos (Cao & Ding, 2022; Jodati et al., 2020)

Las ceramicas biomédicas fueron desarrolladas en los afios 1960y 1970 con
el objetivo de emplearse como sustituto o reparacion de placas 6seas, uso como
cementos 6seos, ligamentos artificiales, tendones y reemplazo de articulaciones (S
Navalagunda B, 2023). Estos biomateriales, usualmente cristalinos o vitreos, se
caracterizan por poseer una alta densidad, resistencia al agua, ser biocompatibles,
estabilidad quimica, y ademas de propiciar un ambiente similar al de tejidos duros.
(Cao & Ding, 2022).

Con base en su comportamiento dentro del cuerpo, se pueden clasificar en
tres categorias: bioinertes, bioactivas y bioreabsorbibles. Las ceramicas bioinertes
(alimina, zirconia, etc.), como su nombre menciona, no reaccionan con el tejido
organico y, por consiguiente, son estables y seguros para el organismo al inducir
nula o, en algunos casos, levemente respuestas bioldgicas. Las ceramicas
bioactivas (vidrio bioactivo, vidrio ceramico) interactian con tejidos locales
propiciando el crecimiento y reparacién del tejido; y las cerdmicas biodegradables,
solubles o reabsorbibles, eventualmente reemplazan o son absorbidas por el tejido
local (Rahmati, Pennisi, Budd, et al., 2018; Rahmati, Pennisi, Mobasheri, et al.,
2018; S Navalagunda B, 2023).

Pese a las cualidades mostradas por las ceramicas biomédicas, el uso de
estas generalmente se restringe a areas especificas. Su principal limitacion es la
fragilidad o baja tenacidad, o, en otras palabras, propiedades mecanicas

deficientes, especialmente a las fuerzas de traccion o flexion y su elasticidad o alto
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modulo de Young, siendo su principal uso en estado puro como injertos 6seos,
recubrimientos 0seos o dentales, implantes dentales, sélo por mencionar algunos

(BoydBiomedical, n.d.)

Polimeros

El empleo de polimeros como biomaterial para la formacion de andamios ha ido en
aumento en los ultimos afios por a su biocompatibilidad y biodegradabilidad,
ademas de existir una amplia gama de compuestos y costos. Los polimeros
naturales son aquellos que se derivan de fuentes bioldgicas: Plantas, animales,
microorganismos; y se caracterizan por ser biocompatibles, biodegradabilidad, de
baja inmunogenicidad y similitud estructural con la ECM natural. Aunado a esto,
muchos son bioactivos al propiciar sefiales biolégicas que coadyuvan procesos
celulares como la adhesién, migracion, proliferacion, diferenciacion y supervivencia
celular (Bhaskar et al., 2021).

A pesar de que los polimeros naturales poseen una estructura nativa
equiparable a la natural y forman productos inocuos, estos pueden ser
inmunogénicos, presentar ausencia de reproducibilidad entre lotes, y propiedades
mecanicas relativamente bajas (Bhaskar et al., 2021). En contraste, los polimeros
sintéticos ofrecen ventajas respecto a los naturales, ya que permiten modificar sus
propiedades mecénicas, estructurales y de degradacion mediante su formulacion,
procesamiento y el método de elaboracién del andamio, lo que también favorece su
reproducibilidad. Ademas, algunos generan subproductos inocuos y/o presentan

baja inmunogenicidad (Bhaskar et al., 2021; Mozafari et al., 2019).

Entre los principales polimeros sintéticos empleados para la construccién de
andamios se destaca el acido polilactico (PLA), la polivinilpirrolidona (PVP), la
policaprolactona (PCL), el copolimero acido polilactico-co-glicélico (PLGA) y el
alcohol polivinilico (PVA). Cada uno de estos polimeros sintéticos se encuentra

aprobado para su uso biomédico por la FDA (Xu et al., 2023), presentando distintas
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cualidades fisicoquimicas que pueden propiciar o limitar su uso dependiendo de la

aplicacion clinica.

El 4cido polilactico, o PLA, es un poliéster alifatico derivado del 4cido lactico
con gran potencial en areas biomédicas. Este polimero es ampliamente empleado
en diversas industrias, principalmente en medicina y agricultura, esto en parte al uso
de recursos renovables (maiz, cafia de azucar, etc.) para su produccién, por lo que
es considerado un material verde y amigable con el medio ambiente (Singhvi et al.,
2019). Las propiedades del PLA pueden ser modificadas en funcién a su estructura.
El PLA se compone de acido lactico (LA), una molécula quiral que existe en dos
formas enantioméricas: L-LA y D-LA. Al polimerizar los mondmeros, la naturaleza
de estos impactara en la estructura final del polimero, pudiendo resultar en PLLA
(acido poli-L-lactico), PDLA (4cido poli-D-lactico), o una mezcla de los dos, PDLLA
(acido poli-D-L-lactico (S et al., 2023).

O.
O

N

Figura 2.- Estructura quimica del Acido Polilactico

Fuente: Polycaprolactone structure por Polimerek (2017), Wikipedia. Disponible en:

https://en.wikipedia.org/wiki/Polylactic_acid#/media/File:Polylactid_sceletal.svg

El uso de PLA como biomaterial presenta ciertas ventajas tales como: degradacion
en mondomeros que son metabolizados para obtener energia, su inocuidad para el
organismo, la posibilidad de modificar sus propiedades mecanicas con base a
ajustes en su estructura, su resistencia a metodos de esterilizacion como autoclave,
irradiacion gamma o gas de Oxido de etileno, y ser un polimero sustentable (S et al.,

2023). No obstante, se ha reportado que exhibe propiedades mecanicas deficientes
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al compararlas con otros polimeros, ademas de ser hidrofébico, lo que en limita sus
aplicaciones reales al emplearse como polimero puro. En la practica, se ha
observado que los andamios de PLA empleados como revestimientos epiteliales
artificiales muestran propiedades reoldgicas limitadas, son fragiles y una baja
viscoelasticidad en comparacién con el tejido de piel natural. (Pang et al., 2010). Por
ello, existen multiples investigaciones que ahondan en su uso combinado con otros
polimeros como PCL, gelatina, ceramicas a base de zinc, colageno, etc. (Gui-Bo et
al., 2010; Kobsa et al., 2013; Xie et al., 2022; Z. Zhang et al., 2021).

La polivinilpirrolidona, también conocida como polividona, povidona o PVP,
es un polimero sintético hidrofilico altamente empleado en varias areas, incluyéndo
la biomedicina, aprobado por la FDA gracias a sus diversas propiedades tal como:
soluble en agua, no téxico, biocompatible, biodegradable, quimicamente inerte,
Opticamente transparente, resistente a la temperatura, estable al pH, afin a
superficies polares y no polares, no iénico e incoloro (Teodorescu et al., 2019). Otra
caracteristica muy importante para su uso es su capacidad de mejorar la
hidrofobicidad o humectabillidad de polimeros no polares (Irfan et al., 2019), ademas
de mejorar la vida media en anaquel al ser crioprotector y lioprotector (Teodorescu
et al., 2019).

n

Figura 3.- Estructura quimica de la Polivinilpirrolidona

Fuente: Polyvinylpyrrolidonestructure por NEUROtiker (2008), Wikipedia. Disponible en:
https://en.wikipedia.org/wiki/Polyvinylpyrrolidone#/media/File:Polyvinylpyrrolidon.svg
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Entre las muchas industrias que se ven beneficiadas de las aplicaciones de
este polimero se encuentra la: medicina, industrias con aplicaciones opticas,
eléctricas, cosmeéticas, detergentes, ceramicas, fotograficas, entre otras
(Teodorescu & Bercea, 2015). La industria farmacéutica también se ha beneficiado
de su uso. Algunas de sus aplicaciones farmacéuticas son: expansor de plasma
sanguineo, y como componente de distintas formulaciones farmacéuticas como
comprimidos, capsulas, geles, recubrimientos, entre otros, esto con base a la
capacidad de mejorar la estabilidad las propiedades mecénicas, y ajustar la taza de
liberacién de principios activos al emplearse como recubrimiento (Luo et al., 2021).

Otra propiedad interesante del polimero es su versatilidad como adhesivo
empleandose tanto en aplicaciones comerciales e industriales, como en la
formulacion adhesivos cutaneos (Teodorescu & Bercea, 2015). Pese a la basta
cantidad de propiedades, el uso individual de este polimero da como resultado
constructos con una fuerza mecéanica deficiente, ademas de que debido a su
naturaleza anfipatica que le permite interactuar con una gran cantidad de solventes
pélares y no polares, su combinacion con otros polimeros o biomateriales puede
reducir su solubilidad y mejorar sus propiedades mecanicas (Pushp et al., 2021;
Teodorescu et al., 2019).

El uso de este polimero también se ha investigado en ingenieria de tejidos y
medicina regenerativa. La aplicacion mas reportada de este polimero en ingenieria
de tejidos es la creacién de andamios electrohilados con el fin de propiciar la
cicatrizacion/recubrimiento epitelial de heridas. Este se ha empleado con hidrogeles
de alginato, resveratrol, PVA, PCL, y nanoparticulas de plata, siendo que esta
Gltima, aunado a las propiedades antimicrobianas exhibidas por el andamio, se
observd tiene un efecto sobre la produccién de factores relacionados a la
angiogénesis, propiciando de esta forma la integracion y regeneracion del tejido
(Kang et al., 2011; Momesso et al., 2010; Singh & Singh, 2012; Teodorescu &
Bercea, 2015).

La policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico semicristalino producto de

la polimerizacion de apertura de anillo de la e-caprolactona (Labet & Thielemans,
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2009). La PCL, al igual que otros poliésteres, se degradan con el tiempo,
principalmente gracias a la hidrdlisis de sus enlaces éster, siendo la taza de
degradacion dependiente del volumen de agua, el pH, presencia u ausencia de
catalizadores, estructura de la cadena polimérica, y temperatura. Las principales
vias de degradacion pueden ocurrir a través de la hidrolisis de enlaces éster,
pudiéndose degradarse superficialmente o en masa dependiendo si el agua penetra
o no el material; y la transferencia de hidrogeno B-C-H (ruptura en la cadena
principal). Los principales productos de degradacion de la hidrolisis son &cidos
carboxilicos, alcoholes, oligdmeros, acido 6-hidroxicaproico, ésteres vinilicos, y
fragmentos insaturados para la degradacion por transferencia de hidrégeno
(Scaffaro et al., 2019).
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Figura 4.- Estructura quimica de la Policaprolactona

Fuente: Polyvinylpyrrolidonestructure por Sbyrnes321 (2012), Wikipedia. Disponible en:
https://en.wikipedia.org/wiki/Polycaprolactone#/media/File:Polycaprolactone_structure.png

Ademas de los mecanismos de degradacion previamente mencionados, en
sistemas biolégicos se lleva a cabo la degradacién enziméatica. Este proceso es
considerablemente mas rapido en hongos y bacterias debido a la alta expresion de
enzimas como lipasas, esterasa y cutinasas; y, aunque en humanos existen
enzimas capaces de degradar el polimero, las enzimas se encuentran en menor
cantidad y con menor eficacia que en microorganismos, por lo que la degradacion
es mas lenta (con una duracién aproximada de entre 6 meses a 4 afios). Por lo

mismo, la degradacion in vivo se lleva a cabo en dos fases: la primera fase involucra

19



una hidrdlisis quimica del polimero que fragmenta el polimero en oligbmeros y
monomeros, que seran internalizados por células del sistema inmune,
principalmente macréfagos y células dendriticas, mediante procesos de endocitosis

o fagocitosis (Scaffaro et al., 2019)

Es un poliéster alifatico con una baja tasa de degradacion, estabilidad a altas
temperaturas, buenas propiedades mecénicas, y facilidad de procesamiento, lo que
lo hace un excelente candidato para su uso en ingenieria de tejidos (Robles et al.,
2024; Siddiqui et al., 2018). Otra caracteristica destacable de este polimero es su
clasificacion como un compuesto hidrofébico o baja humectabilidad, la cual es una
propiedad importante en la fabricacion de andamios gracias a su estrecha relacion
con el numero de sitios de uniéon para células, pudiendo dificultar la adhesion,
migracion y proliferacion celular; ademéas de empeorar la interaccion con liquidos
bioldgicos, complicando la integracion del andamio en el entorno biolégico (Moghe
et al., 2009). La hidrofobicidad también es su principal limitante en aplicaciones in
vivo, por lo que investigaciones recientes recomiendan la introduccion de
modificaciones en su estructura o su combinacién con componentes mas hidrofilicos
(Bhaskar et al., 2021; de Boer et al., 2023; Kesharwani et al., 2022; Xu et al., 2023).

Actualmente, los usos de este poliéster alifatico no sélo se encuentran
limitados a la fabricacion de andamios, sino también se emplean en la fabricacién
de sistemas de entrega de farmacos, relleno 6seo; en oftalmologia para la
fabricacion de lentes; o inclusive en otras industrias como la farmacoldogica,
cosmeética, produccion y recubrimiento de materiales médicos, entre otros
(Malikmammadov et al., 2018).

Formacién de andamios

Con el avance de la tecnologia, hoy en dia se dispone de multiples técnicas
empleadas para la fabricacion de andamios. La eleccion del método de fabricacion
de andamios influye directamente sobre las propiedades mecanicas, biolégicas y

fisicoquimicas del andamio (Kumar & Jacob, 2022), lo que se traduce en la
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compatibilidad que tendrd no solo en el tejido objetivo, sino en la adhesién y
supervivencia de las células. Asi mismo, los biomateriales empleados, ademas de
poder proveer de caracteristicas bioactivas, también pueden delimitar el método de
fabricacion del andamio, esto con base a la compatibilidad térmica, quimica o
mecanica (Adel et al., 2022; Ullah & Chen, 2020).

Se han propuesto multiples clasificaciones para organizar las técnicas de
fabricacion de andamios, pero de manera simplificada podemos distinguirlas en dos

categorias: las técnicas convencionales y avanzadas.

Las técnicas avanzadas en la fabricacion de andamios se basan en la
integracion de tecnologias de impresion 3D guiadas por disefio asistido por
computadora (CAD). Estas técnicas, como estereolitografia (SLA), bioplotting y
sinterizado selectivo por laser (SLS), permiten fabricar andamios con arquitecturas
altamente controladas que mantienen la porosidad deseada, promueven la
interaccion celular, mejoran la estabilidad mecénica y permiten un control preciso

sobre la disposicion y organizacion de la ECM (Kumar & Jacob, 2022).
Entre las técnicas avanzadas para la fabricacién de andamios tenemos:

e Electrospinning es una de las técnicas avanzadas mas empleadas para
la produccion de andamios fibrosos. Esta técnica se basa en la adicién de
una solucién polimérica a una jeringa a la que se le impartira una corriente
eléctrica mientras se va decantando sobre un colector, formando asi
fibras electrohiladas elongadas y de grosor variable. Pese a estas
caracteristicas, una de sus principales limitaciones es el mantenimiento
de una estructura homogénea entre lotes, el tiempo de fabricacion, el tipo
de polimero y solvente empleado para la fabricacion del andamio, y la
posible presencia de solventes residuales dentro del andamio (Adel et al.,
2022) Do et al., 2018;

e Sinterizacion Selectiva por Laser (SLS): Técnica basada en el uso de
laser para sinterizar materiales pulverizados como polimeros, ceramicas

0 metales. Una de sus principales ventajas es el alto grado de control que
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ofrece sobre la microestructura del andamio formado, lo cual puede
ajustarse mediante la modificacion de parametros como la composicién
porcentual de polimeros mezclados fisicamente o la combinacion de
polvos compuestos, permitiendo asi obtener propiedades especificas en
funcion del tipo de andamio deseado (Eltom et al., 2019).

Bioimpresion 3D: es una tecnologia emergente con la que la medicina
regenerativa e ingenieria de tejidos ha incursionado para la fabricacion de
andamios. Esta técnica permite la fabricacion de constructos
tridimensionales, complejos y personalizables, mejorando asi la adhesion
y proliferacion de las células cultivadas al proveerles estructuras
equiparables a las fisiologicas. Otra de las ventajas del uso de esta
técnica es la capacidad de incorporar numerosos biomateriales, desde
polimeros hasta metales y cerdmicas (Annath et al., 2024). No obstante,
esta técnica avanzada requiere de biomateriales y equipo altamente
especializado, costoso, ademas de capacitacion para el personal, lo que
dificulta el escalonamiento de la produccién de los constructos (Placone
et al., 2020).

Algunas técnicas convencionales empleadas en el desarrollo de andamios son:

Solvent Casting: Esta técnica se basa en el uso de solventes organicos
y volatiles para disolver el polimero, el cual se vierte en moldes junto con
un agente pordgeno (ej. NaCl). Tras la evaporacion del solvente, se forma
una matriz compuesta por particulas de sal dispersas en la red polimérica.
Posteriormente, al sumergir la matriz en agua, el porégeno se disuelve,
generando una estructura con alta porosidad. Una limitacién importante
de este método es la dificultad para controlar con precisiéon la forma y la
interconectividad de los poros, lo cual restringe su aplicacion (Aram &
Mehdipour-Ataei, 2016)
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Liofilizacién: También conocido como "Freeze-Drying" por su nombre en
inglés, se basa en el congelamiento, a una temperatura de entre -20 y -
80°C, de una solucién polimérica acuosa disuelta en un solvente para la
formacion de cristales de hielo. Una vez congelada la solucion, esta se
evaporara mediante sublimacién con ayuda de un liofilizador para formar
un andamio soélido con poros interconectados en su estructura interna.
Ocasionalmente se realiza un segundo proceso de secado mediante
desorcion, esto con el fin de eliminar el agua residual (Bhushan et al.,
2022a; Kumar & Jacob, 2022).

Hidrogeles: Andamios tridimensionales altamente hidrofilicos empleados
para imitar la ECM. Este tipo de andamios usa comunmente polimeros
naturales como colageno, gelatina, quitosano, agarosa, alginato y
hialuronato, debido a su capacidad para recrear un entorno bioactivo
similar al de la ECM. No obstante, sus principales desventajas son una
baja resistencia mecéanica, degradacion no controlada y potencial
inmunogénico. Por esta razon, con el objetivo de mejorar sus
propiedades, se suele combinar con polimeros sintéticos como el alcohol
polivinilico (PVA), el polihidroxietilmetacrilato (PHEMA) o el polietileno
oxido (PEO) (Bhushan et al., 2022hb).

Spin Coating

El spin coating es una técnica convencional poco empleada para la fabricacion de
matrices compuestas con polimeros. Este es un método altamente reproducible,
simple, eficiente y de bajo costo, que permite la produccién de capas o peliculas
planas y lisas de grosor variable que va desde los nandémetros hasta los

micrometros (Moreira et al., 2021).

Aunque puede considerarse convencional por su simplicidad operativa y
tecnoldgica, posee gran versatilidad gracias a la posibilidad de ajustar parametros

como la velocidad de giro, la viscosidad o la concentracion de la solucion. Esta
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ventaja permite fabricar peliculas delgadas reproducibles y con propiedades
controladas. Ademas, su compatibilidad con biomateriales sensibles y su facil
integracion con otras metodologias avanzadas hacen que, en determinados
contextos y aplicaciones, pueda clasificarse como una técnica hibrida (Moreira et
al., 2021).

Tabla 2.- Ventajas y Desventajas de la técnica de Spin Coating

Ventajas Desventajas

Compatibilidad con polimeros sintéticos | Bajo aprovechamiento del volumen de
y naturales solucién

Adherencia a sustratos sin la necesidad | Limitacion en el tamafio y superficie de
de componentes externos sustratos (s6lo para superficies planas)

Alta reproducibilidad Dificultad en el manejo de ciertas
peliculas ultradelgadas

Técnica simple

Bajo costo de produccion

Automatizacion de procesos

El fundamento detrds de esta técnica se rige por la deposicion de una solucion
sobre el centro de un sustrato que gira a alta velocidad, lo que dispersa el liquido
por fuerza centrifuga. El espesor final depende de mudltiples factores, como

viscosidad, evaporacion del solvente y velocidad de rotacién (Moreira et al., 2021).

El proceso para la formacion de andamios por este método se puede dividir en

cuatro procesos basicos:

e Fase de dispensacion: Es el dispensado del fluido, ya sea en sustrato
estatico o en movimiento (dinamico). La dispensacion estatica se realiza
principalmente con fluidos altamente viscosos; por otro lado, la dispensacion

dinamica se realiza comunmente a una velocidad de 500 rpm.
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Fase de aceleracion: Es la aceleracion del sustrato hasta alcanzar la
velocidad deseada. Una vez alcanzada la velocidad méaxima (generalmente
comprendida entre 1500 y 6000 rpm), la pelicula es lo suficientemente
delgada para que las fuerzas de corte (o arrastre viscoso) se equilibren con
las aceleraciones rotacionales, estabilizando asi el fluido en el sustrato y

promoviendo la expansion uniforme y controlada de la solucion.

Expulsion estable del fluido: El substrato se encuentra girando a una
velocidad constante (después de alcanzar la velocidad maxima),
ocasionando que las fuerzas viscosas internas adelgacen gradualmente el
fluido depositado. Este adelgazamiento es radial hacia los bordes del
sustrato y, debido a los efectos de borde, se pueden acumular gotas en los
margenes, generando asi irregularidades o acumulaciones (engrosamiento)

en la periferia de la pelicula.

Evaporacion del solvente: Fase simultanea a expulsion estable del fluido.
En esta fase ocurre la evaporacion del solvente, contribuyendo al
adelgazamiento de la pelicula. A medida que se evapora el solvente,
aumenta la viscosidad de la solucién hasta el punto donde el flujo radial es
practicamente nulo. Producto de este fendmeno, la pelicula inicia un proceso
de gelificacion fisica, donde transita entre el estado liquido al sélido, fijando

el polimero en el sustrato (Moreira et al., 2021)

El proceso para la formacion de peliculas mediante Spin Coating se ve afectado por
multiples variables. Entre los parametros se encuentra que: el espesor de la
pelicula, la morfologia y la topografia superficial se ven afectados por la velocidad
de giro, la viscosidad del fluido y la tasa de evaporacién del solvente. A continuacion,

se enlistan algunos factores y su efecto:

e Velocidad de rotacion (rpm): Mayor velocidad genera peliculas mas

delgadas. Usualmente entre 1500-6000 rpm.
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e Viscosidad de la solucion: Altas viscosidades resultan en peliculas
mas gruesas. En soluciones poliméricas, la viscosidad depende de la

concentracion de la solucion y del solvente.

e Tasa de evaporacion del solvente: Solventes con alta volatilidad
tienden a formar peliculas mas gruesas inicialmente, pero una

evaporacion mas lenta mejora la uniformidad.

e Tiempo de rotaciéon: Tiene efecto limitado en el espesor final, ya que
la mayor parte del adelgazamiento ocurre en los primeros segundos

del proceso.

o Humedad relativa, temperatura y flujo de aire afectan
principalmente a la evaporacion del solvente. Se ha reportado que
cambios minimos en el porcentaje de humedad tienen impactos

significativos sobre el grosor de la pelicula.

El desarrollo de peliculas ultradelgadas mediante la técnica de spin coating no solo
se ha limitado a la industria electronica, sino también se ha observado un
incremento gradual en el nimero reportado de aplicaciones biomédicas. Esta
técnica ofrece la posibilidad de generar recubrimientos adhesivos, homogéneos, y
con espesores controlados, propiedades atractivas en el generamiento de
nanosheets y andamios funcionales. Un ejemplo de ello es (Hinoki et al., 2016)
quien fabricé nanosheets de PLA con el objetivo de funcionar como barrera intestinal
antiadherente eficaz incluso en presencia de contaminacién bacteriana. Hinoki
demostré que el nanosheet fabricado se adhirieron firmemente a la zona lesionada,
evitaron que se formaran adherencias con otras asas intestinales y no favorecieron
la proliferacion bacteriana en la cavidad peritoneal, a diferencia de la barrera clinica

estandar Seprafilm. Por otra parte, (Huang et al., 2017) disefiaron nanosheets
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sandwich de liberacion sostenida con proteina morfogenética 6sea-2 (rhBMP-2) y
su efecto sobre la regeneracion 6sea. Ellos observaron una liberacion constante de
la proteina durante 2 meses, la cual tuvo efectos positivos significativos a las 4 y 8
semanas, en contraste con el grupo control. Por ultimo, (Shi et al., 2014) fabricaron
nanosheets de PLGA con micropatrones, los cuales fueron adheridos a distintos
andamios 0seos y sobre el hueso mismo, fungiendo como un andamio. Los autores
colocaron sobre blogues de Ti y cultivaron células madre mesenquimales humanas
derivadas de tejido adiposo (hASCs) sobre su superficie. Este experimento
demostrdé que el nanosheet proporciona sefales topogréficas biomiméticas que

estimulan la diferenciacion osteogénica de células madre.

La produccion de matrices por spin coating es una propuesta novedosa para
la fabricacién de andamios gracias a su simplicidad operativa y tecnolégica, a la par
gue provee control sobre a morfologia y la uniformidad de la superficie. Aunado a
esto, el fundamento detras de la técnica permite la incorporacion de biomoléculas
para la optimizacion de las propiedades superficiales, pudiendo mejorar asi la
adhesidn, proliferacion y diferenciacion celular, aspectos cruciales para la medicina
regenerativa (Moreira et al., 2021). No obstante, para poder determinar la eficacia
de los andamios fabricados, es necesario evaluar sus caracteristicas fisicas,
quimicas, mecénicas Yy biolégicas mediante técnicas de caracterizacion,
determinando asi las condiciones Optimas para obtener el rendimiento esperado

segun su aplicacion.

Técnicas empleadas en la caracterizacion de andamios

Como se menciono en el apartado previo, la caracterizacion de los andamios
proporciona informacién critica para analizar sus propiedades y determinar su
potencial desempefio en aplicaciones especificas. Este proceso implica el empleo
de técnicas que permiten determinar parametros fisicos, como la topografia y el
espeso propiedades mecanicas, como la resistencia y la elasticidad; caracteristicas
guimicas, como la composicién y la presencia de grupos funcionales; y aspectos

bioldgicos, como la citocompatibilidad y la respuesta celular.
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Las técnicas fisicas permiten evaluar morfologia, porosidad, rugosidad y

humectabilidad de los andamios. Estos parametros son determinantes para la

adhesion y migracion celular al simular la estructura de la matriz extracelular (Lopez

Marquez et al., 2022).

Tabla 3.- Técnicas empleadas para la caracterizacion fisica de andamios

barrido (SEM)

Técnica Funcién/utilidad
Microscopia Se utiliza para examinar la morfologia y microestructura del
electronica de | andamio, permitiendo asi visualizar el tamafio y distribucién de

poros o fibras, la homogeneidad de la superficie y la
integracion de componentes en el andamio. Por otra parte, en
ensayos in vitro, permite observar la adhesion y distribucion de
las células adheridas al andamio (Lopez Marquez et al.,
2022a)

Ensayo de

hinchamiento

Consiste en sumergir el andamio en un fluido (agua o medio
fisiol6gico) durante cierto tiempo y medir la absorcion del fluido
a través de la variacion del peso en el andamio. Un alto indice
de hinchamiento, ademéas de estar relacionado con la
hidrofobicidad, influye sobre la liberacién de farmacos y la
integridad del andamio (Shera et al., 2018).

Angulo de contacto

Esta prueba evalla las propiedades de superficie o
humectabilidad del andamio. Este pardmetro se encuentra
estrechamente relacionado con la capacidad de adherencia de
las células, siendo que estas suelen adherirse mejor a
superficies moderadamente hidrofilas. Un dngulo de contacto
bajo (<90°) significa superficie hidrofila, mientras que angulos
altos (>90°) indican una superficie hidrofébica (Huhtaméaki et
al., 2018).
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Determinacion de
la porosidad y el

tamafio de poro

El objetivo de este ensayo es determinar la capacidad de un
andamio para permitir la infiltracion celular, el transporte de
nutrientes, el intercambio gaseoso y la integracion tisular. La
porosidad total (%) y la distribucion de tamafios de poro se
método de BET

(Brunauer-Emmett-Teller) a través de la adsorcion de gases

determinan mediante técnicas como el
para medir el area superficial, u otras técnicas como
porosimetria de mercurio, o imagenes 3D (micro-CT) (Lopez
Marquez et al., 2022b).

Microscopia de
fuerza atomica
(AFM)

El AFM se emplea para mapear la topografia y rugosidad de
la superficie del andamio a nivel nanométrico, proporcionando
3D de |la Es

complementaria al SEM. La rugosidad de un andamio tiene un

informacion superficie. una técnica
impacto sobre la adhesion celular ya que superficies mas
rugosas o con patrones pueden mejorar la adherencia de
ciertas células al imitar mejor la textura del entorno natural

(Lopez Marquez et al., 2022b).

La caracterizacion quimica confirma la composicién molecular, la integridad de los

polimeros y sus interacciones con biomoléculas. Métodos como FTIR o ensayos de

degradacion in vitro aseguran la estabilidad y seguridad del andamio (Gong et al.,

2024).

Tabla 4.- Técnicas empleadas para la caracterizacién quimica de los andamios

Técnica

Funcién/utilidad

Espectroscopia
FTIR

Técnica que hace uso de la radiacion infrarroja para confirmar
la presencia, interaccion, degradacion o transformacion de los
componentes dentro del andamio, esto a través de los grupos

funcionales y sus enlaces. Cambios o desplazamientos en las
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bandas pueden indicar interacciones quimicas o formacion de

nuevos enlaces (Gong et al., 2024)

Degradacién

vitro

in

Método empleado para determinar la tasa de biodegradacién
o hidrolisis de un andamio a través de la pérdida de masa,
productos liberados, o cambios en el mismo. El andamio es
sumergido en condiciones simuladas (Buffer de PBS o medio
con enzimas) durante periodos determinados (del-Mazo-
Barbara et al., 2024).

Las pruebas mecénicas miden resistencia, elasticidad y comportamiento estructural

bajo carga. Ensayos de traccién, compresion o fractura garantizan que el andamio

soporte condiciones fisioldgicas especificas (Saba et al., 2019).

Tabla 5.- Técnicas empleadas para la caracterizacion mecéanica de los andamios

compresion)

Técnica Funcion/utilidad

Ensayos Métodos empleados para medir la resistencia y rigidez del
mecanicos andamio. En los ensayos de traccion se obtiene la resistencia
(traccion y | alatraccién (tension maxima), el modulo de Young (pendiente

en la region elastica) y la elongacién a la rotura al estirar el
andamio hasta su ruptura. Estos parametros indican cuanta
carga puede soportar el andamio y su deformabilidad (Saba et
al., 2019).

Los ensayos de compresion se basan, como su nombre
sugiere, en la compresion del andamio para obtener la

resistencia y modulo compresivo (Saba et al., 2019).

Tenacidad a la
fractura

Andlisis fractografico que evalla la capacidad del andamio
para resistir la propagacion de una grieta. Se emplea

generalmente en andamios rigidos con aplicaciones de carga
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mecanica. Puede complementarse mediante SEM para

analizar el modo de falla (Saba et al., 2019).

Las técnicas biolégicas determinan citocompatibilidad, viabilidad, proliferacion y

diferenciacion celular. Ensayos como Live/Dead o cicatrizacion in vitro evidencian

la capacidad del andamio para promover procesos regenerativos (Lotfi et al., 2023;
Pisani et al., 2025).

Tabla 6.- Técnicas empleadas para la caracterizacién biol6gica de los andamios

Técnica

Funcién/utilidad

Ensayos
viabilidad celular

de

Los ensayos de viabilidad celular se utilizan para evaluar si
determinados componentes promueven la proliferacion celular
o inducen efectos citotéxicos. Existen multiples métodos para
evaluar la viabilidad celular, los cuales varian en funcion del
método de deteccion: microplacas, citometria de flujo,
microscopia o imagenologia de alto contenido (HCI). Entre los
métodos mas empleados para lecturas con microplacas se
encuentran: MTT, MTS, XTT, Alarmar Blue, basados en la
cuantificacion de la actividad metabdlica celular para
determinar indirectamente el nimero de células viables (Riss
et al., 2004).

La viabilidad celular también puede evaluarse a través de
microscopia al emplear tintes que ayuden a visualizar y
discriminar células vivas y muertas. El azul de tripan es un tinte
empleado para discriminar células vivas de las muertas. Este
actua penetrando la membrana celular dafiada de las células
muertas, tiiéndolas de un color azul, mientras que las células
viables permanecen sin tefir. Existen otros tintes, como la
Calceina AM y el homodimero de etidio-1 (Ethd-1) que se usan

en conjunto para poder observar, bajo fluorescencia, la
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viabilidad. EthD-1 es un fluorocromo que se une a los acidos
nucleicos, especialmente al DNA, emitiendo fluorescencia al
unirse, por lo que la emision de la sefal evidencia ruptura en
la membrana celular de células dafiadas o muertas. Por otra
parte, la calceina AM es un tinte permeable que atraviesa la
membrana celular, y por la actividad metabdlica de la misma,
se transforma a calceina, una molécula fluorescente que
exhibe la viabilidad de la célula (Gutiérrez et al.,, 2017;
Kerschbaum et al., 2021)

Adhesion
proliferacion

celular

La adhesion celular es fundamental en el desarrollo de los
andamios. Las células pueden unirse inicialmente al material
través de interacciones no especificas, pero soélo a través de
la adhesion mediada por receptores es que se promueve la
supervivencia, sefalizacién y diferenciacion celular. Diversos
autores hacen uso del SEM para observar la adhesion y
morfologia celular a distintos periodos de tiempo (Lotfi et al.,
2023; Majidnia et al., 2022; Wang et al., 2023)

Diferenciacion

celular

Se ha demostrado que propiedades intrinsecas del andamio,
como la rigidez, la topografia y la composicién superficial,
influyen directamente en las vias de sefalizacion celular
asociadas a la diferenciacion. Por ello, es fundamental analizar
la expresion génica de las células cultivadas mediante
técnicas como PCR o inmunofluorescencia, con el fin de
identificar marcadores fenotipicos especificos del linaje tisular
deseado (Pisani et al., 2025)

Ensayos
migracion

cicatrizacion

de

técnica in vitro que analiza la migracién de células en dos
dimensiones. En este ensayo, se crea una zona libre de
células, o "herida" artificial en un cultivo en monocapa
mediante la eliminacion de células del area a través de dafio

mecanico, térmico o quimico. La exposicion a la zona libre de
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células induce la migracion de estas hacia el espacio
intercelular. Este ensayo se realiza con el objetivo de evaluar
la capacidad migratoria de las células bajo diferentes
condiciones: presencia de biomateriales, moléculas
bioactivas, o estimulos fisicoquimicos, pudiendo simular

eventos de reparacion tisular (Jonkman et al., 2014).

Evaluacion en | Los estudios in vivo permiten observar la posible
modelos animales | biocompatibilidad, integracién, efecto y degradacion del
andamio sobre el tejido antes de probarlos en estudios
clinicos. La informacion provista en este tipo de modelos
proporciona un mayor panorama a los obtenidos en pruebas
in vitro. En investigaciones que buscan replicar heridas de pie
diabético o quemaduras, los modelos animales mas
empleados son ratas, ratones, cerdos y conejos (Mukherjee et
al., 2022)

Como se aprecia en las tablas mostradas, estas técnicas pueden clasificarse en
funcién de su objetivo: analisis fisico o superficial del andamio; determinacion de su
composicién quimica y posibles interacciones con otros compuestos o a lo largo del
tiempo; y evaluacion de sus interacciones con componentes bioldgicos. Antes de
estudiar su desempefio en sistemas biolégicos complejos, es necesario analizar su
respuesta frente a componentes mas simples, como las células, mediante ensayos
in vitro. En este contexto, las células madre representan un modelo potencial para

evaluar su desempefio debido a su versatilidad y potencial terapéutico.

Células Madre Mesenquimales

Las células madre mesenquimales (MSC) se definen como células multipotentes
capaces de autorrenovarse y diferenciarse in vitro, bajo estimulos apropiados, hacia

diversos linajes de origen, incluyendo osteoblastos, condrocitos y adipocitos, por lo
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que toman un papel importante para distintas areas de la salud, como la medicina

regenerativa (Rodriguez-Fuentes et al., 2021).

Las MSC fueron descritas en 1867 por Julius Cohnheim, quien las observé en la
médula Osea, pero no fue hasta 1968 que fueron aisladas por primera vez,
nuevamente en un tejido de médula 6sea. Desde su descubrimiento, se han
identificado diversas fuentes de obtencion entre las que se encuentran: endometrio,
pulpa dental, musculo esquelético, placenta, tejido adiposo, cordon umbilical, o
gelatina de Wharton, entre otras (Jo et al., 2021).

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) establece tres criterios
minimos para la identificacién de las MSCs expandidas in vitro. En primer lugar, las
MSCs deben adherirse, crecer y proliferar en superficies plasticas de cultivo. En
segundo, estas deben expresar en su membrana los antigenos de superficie CD73,
CD90* y CD105*, ademas de carecer de los marcadores propios de células madre
hematopoyéticas: CD11b", CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a  y HLA-DR'. El
tercer criterio es que éstas deberan ser capaz de diferenciarse in vitro hacia

osteoblastos, adipocitos y condrocitos (Viswanathan et al., 2019).

El uso de este tipo de células se basa en su capacidad autorrenovacion y potencial
de diferenciacion; la relativa facilidad de aislamiento a partir del tejido de origen; en
comparacion con el uso de células madre embrionarias, su UusO €S menos
controversial; a diferencia de las células madre pluripotentes inducidas, presentan
un riesgo menor de formacién de teratomas; y, gracias a su capacidad de migrar
hacia tejidos dafiados por mecanismos de quimioatraccion, tienen diversas
aplicaciones en medicina regenerativa(Jo et al., 2021). No obstante, cabe destacar
que estudios recientes proponen un cambio en el paradigma, donde las MSC
identificadas como pericitos o células perivasculares, no contribuyen directamente
a la regeneracion tisular in vivo, sino que su papel es paracrino, actuando como
células sefalizadoras que modulan el microambiente tisular a través de la secrecion

de factores bioactivos (Guimarées-Camboa et al., 2017).

Gracias a las ventajas mencionadas, se ha hecho uso de las MSC en diversas

investigaciones con el fin de emplearlas en terapias regenerativas, ya sea a través
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de MSC derivadas de médula ésea, tejido adiposo o corddén umbilical, por mencionar
algunos. Una de las principales aplicaciones de las células mesenquimales es en
la cicatrizacién de heridas y regeneracion epitelial. La cicatrizacion comprende 4
fases secuenciales: Hemostasis 0 coagulacion, inflamacioén (infiltracion de células
mononucleares), proliferaciébn (epitelizacion, fibroplasia y angiogénesis) y
maduracion (depdésito y reorganizacion de colageno, contraccion de la herida y
disminucién de la vascularizacion) (Shpichka et al., 2019). Se ha observado que las
MSC migran hacia el sitio de la herida, modulan la actividad proinflamatoria en la
zona (evitando cronicidad), y estimulan la proliferacion y diferenciacion de
fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales, favoreciendo asi la formacién de
nuevo tejido vascularizado y epitelial mediante mecanismos paracrinos (Jo et al.,
2021).

En el ambito de la ingenieria de tejidos, por su capacidad de diferenciarse y secretar
factores que estimulan la regeneracion, se utilizan en andamios que coadyuvan en
la regeneracion tisular. Meamar et al. desarrolld y evalu6 la eficacia de andamios de
nanofibras electrohiladas de gelatina (GNS) sembrados con MSC derivadas de
placenta humana (hPDMSCSs), con o sin la adicion de plasma rico en plaquetas para
la cicatrizacion de Ulceras de pie diabético (DFU). Ellos observaron que al andamio
aceleré la cicatrizacion y mejor6 parametros clinicos en pacientes con DFU
(Meamar et al.,, 2021). Por otra parte, Mohammadi et al. observé el papel en
conjunto de MSC derivadas de la gelatina de Wharton (WJSCs) sembradas sobre
membrana amniotica acelular, fungiendo como un andamio biologico, en ulceras
cutaneas crénicas; demostré que las células comenzaron a diferenciarse a una linea
osteogénica a partir de las 3 semanas. Ademas, se observé una mayor viabilidad
en las células cultivadas en el andamio de membrana amnidtica descelularizada.
Los autores concluyeron que el andamio aceler6 significativamente la cicatrizacion

en las heridas cutaneas (Hashemi et al., 2019).

Las células MSC son un recurso importante para la medicina regenerativa por su
capacidad de diferenciacién, su accion paracrina y su migracion dirigida hacia sitios

de lesion. La membrana amnidtica, por su parte, aporta una ECM rica en colageno,
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factores de crecimiento y componentes bioactivos que favorecen la adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular, promoviendo ain mas la capacidad de
cicatrizacion. En este trabajo se propuso evaluar un andamio generado con
polimeros sintéticos con membrana amniética, esto con el fin de potenciar sus
propiedades bioactivas, proporcionando una estructura tridimensional que actue
como soporte fisico para las células y la matriz, compensando las limitaciones

mecanicas de los componentes individuales.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

En 2024, Rojas-Murillo et al. evaluaron el efecto individual y combinado de matrices
de cartilago articular (dAACM) y membrana amniética (dAMM) descelularizadas,
liofilizadas y pulverizadas sobre el fenotipo condrogénico de condrocitos humanos.
Las matrices se caracterizaron histoléogica e inmunohistoquimicamente,
confirmando la descelularizacion y conservacion del colageno tipo IV en el dAAMM y
tipo 1l en el dACM. Los extractos solubles de las matrices fueron probados in vitro
en diferentes concentraciones, encontrandose que dAMM a 6 mg/mL incremento

significativamente la proliferacion y la expresion de genes condrogénicos.

Kanaujiya et al. (2024) disefiaron un andamio electrohilado de PVP y PVA
enriquecido con colageno y cargado con resveratrol (RSV) y ampicilina (AMP), esto
con el objetivo de mejorar la reparacion de heridas por quemaduras. La combinacién
mostré un incremento en la hidrofilicidad, atribuyéndoselo principalmente al
colageno dentro de la matriz; asi como la liberacion controlada de los farmacos. A
su vez, se demostro la citocompatibilidad y actividad antimicrobiana. En un modelo
in vivo de quemaduras en ratas, los andamios promovieron una cicatrizacion mas
rapida, con regeneracion epidérmica y formacion de colageno mas organizada

respecto a los controles.

En 2023, Lotfi et al. desarroll6 andamios nanofibrosos electrohilados
compuestos por poli(e-caprolactona) (PCL) y membrana amniética (AM) para
aplicaciones en cicatrizaciéon de heridas. Se fabricaron andamios con distintas
proporciones PCL:AM y se caracterizaron mediante microscopia electrénica de
barrido, FTIR y ensayos mecanicos, observando que la adicion de AM mejoro la
hidroflicidad y la resistencia mecanica. Estudios in vitro con células madre derivadas
de tejido adiposo humano demostraron que el andamio con proporcion 90:10
PCL:AM promovi6é mayor proliferacion y expresiéon de marcadores queratinociticos.
Se concluyo que la incorporacion controlada de AM a PCL puede optimizar las
propiedades fisicoquimicas y biologicas de los andamios para favorecer la

regeneracion cutanea.
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Majidnia et al. (2022), disefiaron andamios electrohilados compuestos por
policaprolactona (PCL) y colageno, incorporando polvo de membrana amnidtica
humana (HAMP) liofilizada y pulverizada, con el objetivo de mejorar las propiedades
biologicas de sustratos para el cultivo de células epiteliales pigmentarias de la retina
(RPE). Se prepararon soluciones de PCL/colldgeno con diferentes concentraciones
(0-7.2% p/p) para formar los andamios. Los ensayos de FTIR, SEM, ensayos de
angulo de contacto mostraron que la adicion de HAMP aumenté el diametro de fibra,
mejord la hidrofilicidad y aceler6 la degradacion del andamio. Los ensayos
biolégicos in vitro con células RPE demostraron alta viabilidad celular (>90%) en
todos los grupos, con una proliferacion significativamente mayor en las matrices con
7,2% HAMP. Este articulo concluyé que a incorporacion de HAMP mejora las

propiedades superficiales y bioldgicas del andamio.

Sruthi et al. (2020) desarrollaron fibras coaxiales electrohiladas de PCL/PVP
con nanoparticulas de quitosano cargadas con &acido veratrico (VA). El disefio
genero6 un nucleo de PCL rodeado por PVP incorporado con nanopartoculas de VA,
esto con el objetivo de lograr una liberacion controlada del farmaco. A través de
ensayos morfoldgica, propiedades  de hinchamiento, degradacion,
biomineralizacion, perfil de liberacion y ensayos in vitro con MSC murinas, se
concluyé que existe biocompatibilidad y diferenciacion osteoblastica en el andamio,
ademas del éxito en la liberacién prolongada del farmaco.

En 2020, Eva Vonbrunn et al. compararon la similitud entre dos tipos de
andamios para el transporte y aplicacion de células madre mesenquimales
humanas derivadas de membrana amniética (hA-MSC) en la cicatrizacion de
heridas, esto a través de sus propiedades fisicoquimicas, mecanicas y bioldgicas.
Los andamios evaluados fueron un andamio clinicamente utilizado de
colageno/elastina (Matriderm), un andamio de PCL/PLA, MATRIDERM + Matrigel y
PCL/PLA + Matrigel. Al término de este estudio se concluy6 que las concentraciones
de mezcla mas altas dan lugar a fibras homogéneas con diametros mayores, por lo
gue las concentraciones de PCL/PLA tienen un impacto significativo en la estructura

tridimensional, propiedades mecanicas y de superficie. Se encontro que, al realizar
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el ensayo de humectabilidad en las matrices de PCL-PLA, estas poseen un angulo
de contacto mayor al del de MATRIDERM, denotando una hidrofobicidad
relativamente mayor, lo cual podria impactar en la adhesion y proliferacion celular.
No obstante, en los estudios de adhesion e infiltracion se observé que la matriz de
PCL/PLA con matrigel contenia una capa gruesa de células distribuidas
uniformemente equiparable al de MATRIDERM con matrigel, y superior a los

andamios de PCL/PLA sin matrigel.
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3. JUSTIFICACION
La membrana amnidtica es un material invaluable en medicina regenerativa por la
presencia de factores de crecimiento y su capacidad de propiciar un ambiente
idoneo para el crecimiento y desarrollo de células, promoviendo la reparacion tisular.
Pese a esto, sus caracteristicas nativas, tales como sus propiedades fisicoquimicas

o velocidad de degradacion, limitan sus aplicaciones.

La creacion de matrices biocompuestas a través de la combinacion con otros
biomateriales es una estrategia que pretende afrontar los inconvenientes del uso
individual de la membrana amniética. Aunado a esto, la fabricacion de matrices a
través del método de spin coating es una propuesta novedosa altamente

reproducible, simple, eficiente y de bajo costo.

Con base a esto, se propone el desarrollo de matrices biocompuestas de
membrana amniética descelularizada con PCL y PVP a través de la técnica de spin
coating con el fin de mejorar las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los

componentes individuales pertenecientes a la matriz.
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4. HIPOTESIS

La incorporacion de polimeros PCL y PVP a una membrana amnidtica
descelularizada mejorara las propiedades fisicoquimicas y biologicas nativas de la
membrana.
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5. OBJETIVOS
Desarrollar matrices biocompuestas de membrana amnidtica humana
descelularizada con la incorporacion de PCL y PVP, evaluando sus propiedades
fisicoquimicas y biolégicas a través de un cultivo de células madre mesenquimales

de médula 6sea de raton.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la viabilidad y concentracion minima necesaria de
membrana amnidtica humana descelularizada capaz de promover
proliferacion en un cultivo de células madre mesenquimales de médula

Osea de raton.
2. Analizar la estructura e hidrofobicidad de los andamios de PCL y PVP
con y sin membrana amnidtica humana descelularizada fabricados por

spin coating.

3. Estudiar la actividad biolégica de las matrices biocompuesta de PCL y

PVP mediante ensayos de viabilidad, proliferacion, migracion.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Determinacién de la concentracién minima de dHAM
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Figura 5.- Estrategia Experimental

La estrategia experimental presentada se divide en 3 objetivos:

OBJETIVO 1: Tiene la finalidad de determinar la concentracién idonea para la
formacion de matrices biocompuestas con membrana amniética humana mientras
se mantiene un efecto positivo significativo sobre el crecimiento y proliferacion
celular de un cultivo primario de células madre mesenquimales de médula 6sea de

raton (BM-MSC) a través de un ensayo de viabilidad o citocompatibilidad.

OBJETIVO 2: La finalidad del segundo objetivo fue la construccién y caracterizaciéon
de los andamios o matrices biocompuestas a partir de los polimeros de
Policaprolactona (PCL) o Polivinilpirrolidona (PVP), puros o en conjunto con

membrana amniética descelularizada y liofilizada.

OBJETIVO 3: Por ultimo, tenemos la integracion y evaluacion del efecto de la matriz
biocompuesta sobre un cultivo de BM-MSC de raton a través de ensayos de

viabilidad, proliferacién, migracién.
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8. METODOLOGIA

Obtencion de Células Madre Mesenquimales

Se empled un stock de células madre mesenquimales aisladas de médula
0sea (BM-MSC) previamente aislado por el equipo de trabajo, el cual fue
obtenido a partir de fémures de ratones BALB/c, criados en el Laboratorio de
Experimentacion Animal del Servicio de Inmunologia de la Facultad de
Medicina de la UANL.
Las células fueron caracterizadas mediante los marcadores de superficie
CD105, CD90 y CD34, ademas de evaluarse su capacidad de diferenciacion
hacia linajes osteogénico y adipogénico, esto de acuerdo con lo publicado
por Quiroz-Reyes (2020).

Cultivo, Expansion y Mantenimiento de las BM-MSC de ratén:

Las BM-MSC fueron cultivadas en frascos de poliestireno con superficie
tratada (25 cm?, Corning®), empleando 5 mL de Medio Eagle Modificado de
Dulbecco (DMEM GlutaMAX, Gibco™), suplementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS, Gibco™). Para minimizar el riesgo de contaminacion, se
adicionaron 2.5 pg/mL de anfotericina B y 100 pg/mL de gentamicina
(Gibco™).

Una vez que las células alcanzaron el 80% de confluencia, se aspiro
el medio de cultivo y se afadieron 1 mL de tripsina-EDTA al 0.25% (Gibco™).
Las células se incubaron durante 5 minutos a 37 °C en una atmoésfera
controlada con 5% de CO, para facilitar su desprendimiento. Posteriormente,
se inactivo la tripsina mediante la adicion de 4 mL de medio DMEM con FBS.
La suspensidn celular se transfirié a un tubo cénico estéril (15 mL, Corning®)
y se centrifugd a 400 x g durante 10 minutos. Luego, se retir0 el
sobrenadante, se resuspendi6 el sedimento celular en 1 mL de medio fresco

y se ajusto la densidad celular segun fuese necesario.
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Para resembrar las BM-MSC, se transfirieron 500 pyL del sedimento
resuspendido a un nuevo frasco de cultivo de 25 cm2 con 5 mL de medio

fresco, y se incubaron bajo las mismas condiciones.

Para la criopreservacion, se ajusté la densidad celular a 1 x 108
células/mL mediante el ensayo de exclusiébn con azul de tripan al 2%
(Gibco™). Las células se mezclaron con dimetilsulféxido (DMSO, ATCC®) al
10%, utilizado como agente crioprotector, y se transfirieron a viales
criogénicos estériles de 1 mL (NUNC®). Los viales fueron colocados en un
contenedor con isopropanol y refrigerados a -20 °C durante 1 hora, para
lograr una tasa de enfriamiento aproximada de 1 °C/minuto. Posteriormente,

se trasladaron a -80 °C para su almacenamiento temporal.

Obtencidn de las matrices bioldgicas de membrana amnidtica

La membrana amniética se obtuvo a partir de placentas donadas por
pacientes atendidas en el servicio de tococirugia, mediante consentimiento
informado (Numero de aprobacion del Comité de Etica en Investigacion:
B123-001). Una vez procuradas las placentas, se separé la membrana

amnidtica del corién y de la placenta.

La membrana amniodtica fue descelularizada (dHAM) mediante
métodos fisicos (congelacion en nitrégeno liquido) y quimicos (Tween 80,
NaOH 0.1 M, &cido peracético al 0.15%, etanol al 96% y al 70%).
Posteriormente, las dHAM fueron liofilizadas durante 24 horas, pulverizadas
mediante un triturador criogénico y esterilizadas con 6xido de etileno (EtO).
Finalmente, una vez que se comprobd la eliminacién del componente celular
y la conservacion de los componentes de la ECM, el producto se almaceno
a -80 °C hasta su uso, de acuerdo con el protocolo descrito por (Rojas-Murillo
et al., 2024).
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Evaluacion del efecto de los extractos de matrizde membrana amniética
descelularizada (dAHAM) sobre las BM-MSC de raton

Preparacién de soluciones de extracto de dHAM:
Se partié de un vial de la matriz de membrana amnidtica previamente
descelularizada y liofilizada con un rango de particulas comprendido de
0.3y 1700 um. Para discriminar el tamafio de las particulas, la matriz fue
cribada mediante el uso de tamices seriados con tamafos de poro de 595,
250 y 179 um. Este procedimiento permitio clasificar las particulas por

tamano, seleccionando aquellas retenidas en el tamiz de 179 um.

Las particulas con tamafio de particula menor a 179 pum se transfirieron a
viales estériles de 5 mL con tapon de goma y tapa de rosca, y se
esterilizaron por gas con oxido de etileno en el servicio de Traumatologia
y Ortopedia del Hospital Universitario, esto a fin de preservar la integridad
de las biomoléculas termosensibles presentes en la matriz. Posterior a su

esterilizacion, la matriz se mantuvo almacenada a -80°C hasta su uso.

En condiciones estériles, dentro de una campana de flujo laminar, se
pesaron 12 y 18 mg de dHAM estéril y se colocaron en viales con un
agitador magnético, junto con 3 mL de medio DMEM, para obtener
soluciones a concentraciones de 4 y 6 mg/mL, respectivamente. Los

viales fueron incubados a 37°C durante 24 horas bajo agitacién constante.

Posteriormente, el sobrenadante fue recolectado y transferido a tubos
conicos estériles de 15 mL (Corning®), los cuales se centrifugaron a 4000
rpm durante 20 minutos para separar el extracto soluble de los residuos
insolubles. Finalmente, las soluciones obtenidas se almacenaron a -80°C

hasta su uso experimental.
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Ensayo de Viabilidad Celular:
Para evaluar el efecto de los factores solubles presentes en la dHAM
sobre la proliferacion de BM-MSC de ratén, se empled el ensayo de
viabilidad CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega®,
G7572). Este método cuantifica la actividad metabdlica celular mediante
una sefal luminiscente proporcional a la cantidad de ATP intracelular,

como indicador de viabilidad celular.

Las BM-MSC fueron sembradas en placas de 96 pozos a una
densidad de 2x103 células/pozo. A cada pozo se le afiadieron 100 pL de
medio DMEM suplementado con 10% FBS, 2.5 pg/mL de anfotericina By
100 pg/mL de gentamicina. Las placas fueron incubadas durante 24 horas
a 37°C en una atmosfera controlada con 5% de CO, para permitir la

adhesion celular.

Tras este periodo, se retird cuidadosamente el medio de cada pozo
y se afadieron a los pozos 100 pL de los extractos solubles de dHAM a
concentraciones de 4 y 6 mg/mL como tratamientos experimentales. Las
placas fueron incubadas nuevamente bajo las mismas condiciones

durante 24 horas.

Una vez concluida la incubacion, se afiadieron 100 pL del reactivo
CellTiter-Glo® a cada pozo. Las placas se agitaron durante 2 minutos
para homogenizar el contenido y se dejaron reposar durante 10 minutos
a temperatura ambiente y en ausencia de luz, esto con base a lo

recomendado por el fabricante.
La sefial de luminiscencia fue medida mediante un lector de placas

Cytation 3 (BIOTEK®). El experimento fue realizado por triplicado para

asegurar la reproducibilidad de los resultados.
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La eficiencia del tratamiento se determiné a partir del calculo de la
viabilidad celular con la siguiente formula:
Luminiscencia muestra — Luminescencia promedio del blanco

1— (100)

Luminiscencia control — Luminescencia promedio del blanco

Ademas, se incluyeron los siguientes grupos experimentales:

e Grupo control: MSC cultivadas en medio DMEM sin FBS.

e Control de muerte celular: MSC expuestas a DMSO al 40% en
medio DMEM.

e Grupo blanco: Medio DMEM sin células.

Fabricacion de andamios

Soluciones de PCL y PVP:
Para preparar soluciones de PCL y PVP al 9y 12.5% w/v, se pesaron
2.25 gy 3.125 g de los polimeros puros, respectivamente. La preparacion
de las soluciones poliméricas se inici6 con la medicion de
policaprolactona (PCL, Sigma-Aldrich®, 440744) y polivinilpirrolidona
(PVP, Sigma-Aldrich®, 437190) utilizando una balanza analitica
(Sartorius®).

Bajo condiciones controladas dentro de una campana de extraccion,
se midieron los solventes correspondientes, 25 mL de acido acético
glacial (99% CTR-Scientific, 9508-02) para el polimero de PCL, y etanol
absoluto (>99.5%, Sigma-Aldrich®) para el polimero de PVP en una
probeta. Posteriormente, se transfiri6 el volumen requerido de cada
solvente a recipientes de vidrio con tapa hermética, cada uno con una

barra magnética para agitacion continua.

La adicion de los polimeros se realizé de forma gradual para evitar la
formacion de aglomerados y favorecer la solubilizacion. Una vez

incorporados completamente, las soluciones fueron mantenidas en
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agitacion continua a 300 rpm bajo temperatura ambiente toda la noche

para asegurar su completa disolucion.

Elaboracion de los andamios de PCL y PVP

Las peliculas poliméricas fueron fabricadas mediante Spin Coating
utilizando un equipo Spin Coater (L2001A3-Ossila®), instalado dentro de
una campana de extraccion para garantizar condiciones seguras y
controladas, sin embargo, este procedimiento se realizd6 en ausencia de
un ambiente estéril. Previamente, se calibré el equipo y se coloco un
portaobjetos de vidrio de 25 x 75 mm (Corning®) sobre el soporte
giratorio. La evaluacibn de cada concentracion se bas6é en la

homogeneidad, fluidez y comportamiento de la solucion.

Se extrajo cuidadosamente 0.5 mL de la solucién polimérica con una
jeringa de 3 mL sin aguja, asegurando una transferencia suave y sin
formacion de burbujas. La solucion se mantuvo en constante agitacion
hasta el momento de su aplicacion para evitar la aglomeracion del
polimero. Posteriormente, la solucion fue depositada sobre el
portaobjetos, y el proceso de recubrimiento fue realizado utilizando
diferentes combinaciones de velocidad y tiempo, segun los resultados

obtenidos.

Elaboracion de matrices biocompuestas
Una vez obtenida la concentracion y pardmetros para la formacion
reproducible de andamios poliméricos (3000 rpm a 60 s para PCL y 5000
rom a 90 s para PVP), se realizo la fabricacion de matrices
biocompuestas. Para este proceso, previo a la adicion del polimero al
solvente, se incorpor6 40 mg de matriz de membrana amnidtica
descelularizada y liofilizada (dHAM) por cada 10 mL de solucién a

preparar, esto con base en las concentraciones determinadas durante los
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ensayos de viabilidad celular (4 mg/mL). Una vez se dispersé el dHAM
sobre la solucion, se procediéo a la incorporacion de los polimeros
correspondientes segun el protocolo descrito en el apartado anterior a la
(9% y 12.5% para PCL y PVP, respectivamente). La mezcla polimérica-
biolégica fue sometida a homogenizacidbn en agitacion magnética
continua durante un minimo de 12 horas, con el proposito de garantizar

una dispersion uniforme de la dHAM.

Una vez obtenida una mezcla homogénea, se procedio a la fabricacion de
las peliculas mediante Spin Coating, ajustando los parametros del equipo
(aumento de rpm y/o tiempo de giro) para contrarrestar el incremento en

viscosidad ocasionado por la incorporacién de la membrana.

Esterilizacion de los andamios

Tratamiento de los andamios con oxido de etileno:
Los andamios fabricados fueron esterilizados mediante exposicion a gas
de 6xido de etileno (EtO). Previamente al tratamiento, se verificé que las
peliculas estuvieran libres de suciedad o contaminantes visibles. Los
andamios generados, después de 48 horas después de su fabricacion, se
almacenaron dentro de recipientes rigidos para asegurar la eliminacién
de posibles remanentes de solventes, ademas de garantizar su

estabilidad durante el proceso de esterilizacion.

Posteriormente, los recipientes fueron empaquetados en bolsas
permeables, disefiados para permitir la penetracion eficiente del EtO. En
cada envoltorio se coloco una tira indicadora quimica de esterilizacion
(Color Test®, Grupo eee) y una cinta testigo, con el fin de verificar

visualmente la efectividad del proceso.

La esterilizacion se llevo a cabo en una camara (Steri-Vac™),

donde el EtO se administré en mezcla con diéxido de carbono (CO,) para
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reducir su inflamabilidad. Este procedimiento permitié la eliminacion de
microorganismos viables sin comprometer la integridad estructural ni

funcional de los andamios.

Tratamiento de los andamios con luz ultravioleta:
Como medida complementaria al tratamiento con EtO, los andamios
fueron sometidos a irradiacién con luz ultravioleta (UV) inmediatamente
antes de su manipulacion en condiciones estériles. Este procedimiento se
realizo durante 30 minutos a temperatura ambiente, dentro de una cabina
de bioseguridad equipada con funcién UV (Smith L, 2021), permitiendo
una reduccion adicional de la carga microbiana superficial previa a su uso

en cultivos celulares.

Determinacion de la hidrofobicidad:
Con el fin de evaluar los cambios fisicoquimicos en la adicién de dHAM a
los andamios poliméricos, se realizé una caracterizacion inicial del factor
de humectabilidad utilizando un gonidmetro de &angulo de contacto
(L2004A1-Ossila®). Para ello, se deposité cuidadosamente una gota de
agua ultrapura (~8 pL) sobre la superficie de cada muestra, usando una
microjeringa de 20 pL para cromatografia (HAMILTON®) montada en el
equipo. La imagen de la gota fue capturada por la cAmara integrada del
goniémetro, y el analisis del angulo de contacto se realizé con el software
del equipo. Cada muestra fue evaluada al menos tres veces, y se calculd

un promedio para obtener valores representativos (Giron Nava, 2019).

Caracterizacion fisicoquimica mediante Espectroscopia Infrarroja por

Transformada de Fourier de Reflectancia Total Atenuada (ATR FT-IR)
Las muestras de polimeros (PCL y PVP) y las matrices biocompuestas
fueron desmontadas de los portaobjetos, pulverizadas y analizadas

mediante espectroscopia FTIR (PerkinElmer-Frontier®). Se evalué un
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rango espectral de 1000 a 4000 cm™ con el objetivo de detectar las
bandas caracteristicas de los polimeros y analizar posibles variaciones
provocadas por la incorporacion de membrana amnibtica o por los

procesos de esterilizacion con EtO y luz UV.

Caracterizacion de las propiedades bioldgicas

Microscopia de Fluorescencia
Se sembraron 50,000 células (5x10%), en 300 pL de medio DMEM
suplementado con 10% de SFB, sobre las laminas o andamios (grupos
experimentales) y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO, durante 24, 48y
72 horas. Posteriormente, se retird el medio, se lavaron las muestras con
PBS al 1 % y se afadieron 300 pL de una solucion de metanol-acetona
(4:1) durante 10 minutos a 4 °C para fijarlas. Tras un segundo lavado con
PBS, las muestras se dejaron secar por 15 minutos. Luego, se aplicaron
7 uL de solucion DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Vector
Laboratories©, H-2000) sobre un cubreobjetos y se incubaron en
oscuridad durante 10 minutos. Los nucleos tefiidos fueron observados
con un microscopio de fluorescencia bajo un aumento de 10x, capturando
imagenes representativas de 10 campos por muestra. Los datos fueron
analizados mediante el software ImageJ, normalizandolos con controles

positivos de Poly-L-lisina.

Ensayo de Viabilidad y Muerte Celular:
Se sembraron 50,000 células (5%10%) en cada lamina y se incubaron
durante 24, 48 y 72 horas, tal como fue descrito en el apartado anterior.
Finalizado cada tiempo, se retir6 el medio (300 pL) y se afiadieron 200 uL
de la solucion del kit Live/Dead (Invitrogen™, 1L3224) (2.5 pL de Calceina
AM y 2 uL de homodimero de etidio-1 por cada 5 mL de PBS) para
determinar la viabilidad celular. Las muestras se incubaron a temperatura

ambiente durante 15 minutos y se observaron bajo un microscopio de
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fluorescencia. Las células vivas emitieron fluorescencia verde (Calceina)

y las células muertas, fluorescencia roja (EthD-1) (Hasmad et al., 2022).

Ensayo de Migracién por Cicatrizacion de herida

Para evaluar la capacidad de migracion celular, se sembraron 50,000
células sobre los andamios poliméricos PCL y PVP solos vy
biocompuestos con dHAM. Una vez alcanzado un 80 % de confluencia,
se realiz6 una herida lineal utilizando una pipeta estéril de 200 pL. Las
muestras fueron incubadas durante 6, 12 y 24 horas, junto con una
condicion basal (0 h). Finalizados los tiempos, las células fueron fijadas
con metanol-acetona (relacién 1:1) y observadas bajo microscopio 6ptico.
Se capturaron 10 campos aleatorios por muestra. La migracion celular se
evalué midiendo la distancia entre los bordes de la herida con el software
ImageJ, y se calcul6 el porcentaje de cicatrizacion celular (Akbay-Cetin,
2023).
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9. RESULTADOS

Efecto de los extractos solubles de dHAM sobre la proliferacion celular

La membrana amnidtica es un biomaterial ampliamente estudiado en sistemas
biologicos. Con el fin de validar y sustentar su posible uso en la fabricacién de
peliculas delgadas generadas por spin-coating, se determindé la cantidad minima de
dHAM capaz de promover la proliferacion a tres distintos tiempos: 24, 48y 72 horas,
sobre una linea celular primaria de BM-MSC de raton tratada con extractos solubles
de dHAM a través de un kit comercial CellTiter-Glo (Promega®). Este método
permitié cuantificar la actividad metabdlica celular mediante luminiscencia como
indicador de viabilidad y proliferacidon celular. Aunado a esto, este ensayo tuvo la
finalidad de determinar la concentracion de dHAM a emplear para la fabricacion de

los andamios biocompuestos.
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Figura 6.- Porcentaje de viabilidad celular al exponer los extractos solubles de
dHAM en BM-MSC

*= ANOVA p < 0.05; ***= ANOVA p< 0.001. *** = ANOVA p< 0.0001.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Figura 6, no se observaron
efectos negativos sobre la viabilidad celular a ninguna concentracion de los

extractos solubles de dHAM evaluadas, demostrando asi la biocompatibilidad del
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tratamiento con la linea mesenquimal. Durante las primeras 24 horas no se aprecia
diferencia significativa entre los grupos experimentales y el grupo control. A las 48
horas se observo un incremento estadisticamente significativo en la proliferacion
celular para ambos grupos experimentales comparados con el grupo control (p<
0.01y p<0.0001 para 4 y 6 mg/mL, respectivamente), siendo el grupo experimental
de 6 mg/ml quien obtuvo los mejores resultados. Este incremento en la viabilidad se
mantuvo constante a las 72 horas, donde se aprecia fuertemente el efecto positivo
de los tratamientos experimentales sobre la proliferaciéon. Por otra parte, se observé
qgue a las 72 horas no existe diferencia significativa entre el efecto de los dos grupos
experimentales (4 y 6 mg/mL), por lo que se decidié emplear la concentracion de 4

mg/mL para futuros experimentos.

Fabricacion de andamios a través del método de Spin-Coating

Se evaluaron distintos parametros para la construccion de los andamios por el
meétodo de Spin-Coating en los que se vario el tiempo y la velocidad de giro. Las
imagenes obtenidas de las peliculas poliméricas revelan que las laminas de PCL al
9% (3000 rpm/60 s) y PVP al 12.5% (5000 rpm/90 s) mostraron superficies lisas,
homogéneas y libres de defectos visibles, ademas de una adecuada fijacion al
portaobjetos. Estas caracteristicas contrastan con las peliculas obtenidas a partir de
concentraciones superiores o con parametros distintos, donde se observaron

irregularidades como rugosidades, agrietamientos o desprendimientos parciales.

Si bien era esperable que las variaciones en concentracion y condiciones de
recubrimiento afectaran aspectos como el grosor o la opacidad de las peliculas, la
aparicion de defectos estructurales resultd inesperada y parece estar vinculada a
propiedades intrinsecas de la solucion, particularmente su viscosidad y la
naturaleza del solvente empleado. En este sentido, la identificacion de parametros
de procesamiento que generan peliculas reproducibles y estables constituye un

resultado relevante para la estandarizacion de los andamios.
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Figura 7.- Formaciéon de peliculas poliméricas de PCL y PVP sobre portaobjetos
utilizando la técnica de Spin-Coating.

Se observa la formacién de una pelicula translicida, homogénea, con ausencia
aparente de imperfecciones y adherida a la superficie del portaobjetos en ambos
andamios poliméricos.
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Figura 8.- Formacion de peliculas poliméricas de PCL y PVP funcionalizadas con
matriz de membrana amniética sobre portaobjetos utilizando la técnica de Spin-
coating.
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Tabla 7.- Concentracion y pardmetros empleados para la formacién de andamios

Scaffold Concentration Speed Time Volume
PCL 9% 300 x g (3000 rpm) | 60 s 0.5 ml
PVP 12.5% 500 x g (5000 rpm) | 60 s 0.5 ml
PCL-dHAM 9% 400 x g (4000 rpm) | 90 s 0.5 ml
PVP-dHAM | 12.5% 600 x g (6000 rpm) | 90 s 0.5 ml

Para la fabricacion de los andamios funcionalizados con dHAM, fue necesario
incrementar tanto el tiempo como la velocidad de giro durante el proceso de spin-
coating, con el propésito de contrarrestar el aumento en la fuerza interna de friccion
del fluido, generado por la incorporacion de la matriz (parametros estandarizados
para la fabricacion de los andamios se observan en la Tabla 7). Tal como se muestra
en la Figura 7 y 8, los andamios obtenidos presentan diferencias en sus
caracteristicas macroscopicas. En particular, se observa una mayor transparencia
en los andamios biocompuestos elaborados con PVP en comparaciéon con aquellos
fabricados a base de PCL. No obstante, independientemente del tipo de polimero
utilizado, los andamios exhiben una superficie homogénea y libre de defectos

visibles, incluso tras la adicién de dHAM.
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Determinacion del grado de hidrofobicidad

Uno de los parametros mas importantes a definir en la formacién de superficies es
la determinacion del valor de hidrofobicidad, humectabilidad o angulo de contacto.
En la Figura 9 se aprecia que el angulo de contacto mas bajo corresponde al
polimero de PVP, mientras que el valor mas alto pertenece al andamio de PCL.
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Figura 9.- Medicion del angulo de contacto en distintas superficies poliméricas. * =
ANOVA ps 0.05; **= ANOVA ps< 0.01; ***= ANOVA p< 0.001; **** = ANOVA p< 0.0001.

En la gréfica comparativa del angulo de contacto de los materiales analizados. Se
incluye una linea continua a 90° como umbral de referencia para diferenciar

superficies hidrofébicas (290°) e hidrofilicas (<90°).

En los andamios con dHAM los valores de humectabilidad se alteran para ambos
andamios. El andamio de PCL-dHAM disminuyd la hidrofobicidad (p< 0.001)
mientras que el andamio de PVP aument6 este parametro (< 0.01). A su vez, no
existe diferencia significativa entre los andamios biocompuestos de PCL y de PVP.
Un angulo mayor a 90° se interpreta como una superficie hidrofobica. Por otra parte,
un angulo menor a 90° denota una naturaleza hidrofilica. En la grafica podemos

observar que ninguno de los andamios evaluados superé el limite de 90°, por lo que
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todos los andamios fabricados conservan una naturaleza hidrofilica. Este parametro
no solo indica el grado de afinidad a las moléculas de agua, sino que es un valor
predictivo de la afinidad que tiene el material para la adhesion de células y los

procesos celulares subsecuentes.

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier de reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR)

Para corroborar la presencia y el mantenimiento estructural de los polimeros, o
analizar las posibles variaciones provocadas por la incorporacién de membrana
amnidtica o los procesos de esterilizacién, se llevd a cabo un analisis

espectroscopico por transformada de Fourier.
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Figura 10.- Espectro ATR-FTIR de policaprolactona (PCL).

(A) Espectro FTIR de referencia (Sigma-Aldrich Co, 2004) (B) Espectro del polimero
puro y funcionalizado con dHAM del proceso de solubilizacion, spin-coating y
esterilizacion.

De acuerdo con los resultados de los espectros de ATR-FTIR de los andamios de
PCL puro y en combinacién con dHAM (PCL-dHAM) (Figura 10), ambos espectros
presentan bandas de absorcién caracteristicas del PCL puro, con picos prominentes

a 2940 cm™y 2860 cm™. Aunado a eso, se observa un pico agudo a 1722 cm™ en
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ambas muestras, atribuido a la vibracién de estiramiento del grupo carbonilo del
éster (C=0), el cual es caracteristico de la PCL.

No obstante, aunque el espectro del andamio de PCL-dHAM muestra las
mismas bandas de absorcion que la PCL pura, indicando que la estructura del
polimero se conserva, existen ligeras variaciones en la intensidad de ciertos picos,
en particular en la region de 1000 a 1500 cm™, sugiriendo interacciones o sefales

superpuestas con los componentes de la membrana amnidtica.

Estos resultados confirman la presencia de ambos materiales en el andamio
y respaldan la incorporacion exitosa de la dHAM al andamio de PCL sin causar

cambios significativos en la estructura quimica del mismo.
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Figura 11.- Espectro ATR-FTIR de Polivinilpirrolidona (PVP).

(A) Espectro FTIR de referencia (Sigma-Aldrich Co, 2004) (B) Espectro del polimero

puro y funcionalizado con dHAM del proceso de solubilizacion, spin-coating y
esterilizacion.

Los espectros ATR-FTIR del PVP puro en el andamio y funcionalizado con dHAM,
mostrados en la figura 11, demostraron bandas de absorcion similares entre si,
teniendo Unicamente ligeras disminuciones en la intensidad de ciertos picos,
particularmente en los rangos de 1662, 2961 y 3300 cm. No obstante, la ausencia

de nuevos picos y la similitud con el espectro de referencia provisto por la casa
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comercial confirma tanto la presencia como el mantenimiento de la estructura
quimica caracteristica del PVP después de su solubilizacién, su combinacion con

dHAM, y la exposicion a EtO y luz UV.
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Conteo celular mediante microscopia de fluorescencia

En los andamios polimericos con o sin dHAM que fueron esterilizados por EtO y luz
UV (3 dias después de su fabricacion), se sembraron BM-MSC de ratdén y después
de determinados intervalos de tiempo, se tifieron con DAPI y observaron bajo

microscopia de fluorescencia.
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Figura 12.- Numero de BM-MSC observadas en los andamios de PCL puro y con
dHAM a distintos tiempos comparadas contra control de Poly-L-Lisina.

A) imagenes fluorescencia B) Andlisis semicuantitativo del numero de células por
andamio. EI conteo celular se realizé en 10 campos de vision aleatorios por
condicion. DAPI a 40x. **= ANOVA p< 0.01; ***= ANOVA p< 0.001. **** = ANOVA p< 0.0001.

En la Figura 12 se muestran campos representativos del numero de células
presentes en cada uno de los andamios evaluados, determinado por la cantidad de
nacleos celulares observados (tefiidos en azul) en las micrografias. Segun nuestros
resultados, los nacleos presentaron una morfologia tipica, con forma ovoide, bordes
bien definidos y una distribucion uniforme de la cromatina, sin signos evidentes de

apoptosis en ninguno de los distintos andamios analizados.

El andamio PCL-dHAM mostré el mayor nimero de células a las 24 y 48
horas, lo que sugiere una mayor capacidad de adhesion y proliferacion celular en
este biomaterial. Sin embargo, a las 72 horas, se observaron areas en dicho
andamio con escasa presencia de nucleos o sin células adheridas, lo que podria

indicar una disminucién en la viabilidad o un desprendimiento celulares localizado.

Se puede sefalar en la misma figura que el analisis semicuantitativo
demostroé a las 24 horas un incremento inicial en el nimero de células viables en los
andamios de PCL-dHAM comparados con el andamio de PCL puro y el control de
Poly-L-Lisina (p< 0.01). Esta taza de proliferacién se ve frenada a las 48 horas,
donde a pesar de que existe un aumento en el numero de células observadas en el
andamio de PCL-dHAM, no existe diferencia significativa con el andamio de PCL
puro, pero si existe diferencia con el grupo control. Por ultimo, se observa que existe
un cambio en el numero de nucleos observados a las 72 horas, donde el nimero de
células en el andamio de PCL-dHAM disminuyé drasticamente, siendo
significativamente inferior al observado tanto en los andamios de PCL puro (p<
0.0001) como al control (p< 0.001).
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Figura 13.- Namero de BM-MSC observadas en los andamios de PVP puro y con
dHAM a distintos tiempos comparadas contra control de Poly-L-Lisina.
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A) imagenes fluorescencia B) Andlisis semicuantitativo del nUmero de células por
andamio. EIl conteo celular se realiz6 en 10 campos de vision aleatorios por
condicion. DAPI a 40x. **= ANOVA p< 0.01; ***= ANOVA p< 0.001. **** = ANOVA p< 0.0001.

En la figura 13 se muestra semicuantitativamente el nimero de células adheridas a
los distintos tipos de andamios visto a través de la tincién de sus nucleos con DAPI.
Nuevamente, se aprecia el incremento en el numero de células con base al tiempo,
ademas del efecto aparente de la dHAM sobre la proliferacion celular. No obstante,
a las 72 horas, el numero de células observadas en el andamio de PVP-dHAM

disminuye notablemente en comparacion con el andamio de PVP puro y el control.

De la misma forma, el andlisis sugiere una correlacion entre el numero de células
observadas en los andamios con el tiempo de cultivo. El grupo control provee
resultados significativamente superiores frente a los grupos experimentales de PVP
(p =0.01). No obstante, esta tendencia se invierte a las 48 horas, donde el grupo de
PVP-dHAM exhibe los mejores resultados tanto frente al andamio de PVP puro (ps
0.01) como al control (p< 0.001). A las 72 horas el numero de células viables se
reduce fuertemente en los andamios de PVP-dHAM, mientras que en los andamios
de PVP-puro y el grupo control mantienen una tendencia al alza. Cabe destacar que
los resultados presentados a las 72 horas muestran una tendencia similar a los

observados para los andamios de PCL.

Ensayo de viabilidad celular mediante kit de Live/Dead

Para corroborar la compatibilidad celular de las células cultivadas en los andamios,
se realiz6 un ensayo de viabilidad celular mediante microscopia de fluorescencia a
través del kit comercial de citotoxicidad LIVE/DEAD™ (Thermo-Fisher®). Este tipo
de ensayo discrimina las células vivas de las muertas a través de la fluorescencia
emitida, siendo una sefial fluorescente verde indicativa de células viables y una
fluorescencia roja proveniente de aquellas células con pérdida de la integridad de la

membrana plasmatica.
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24 h

Figura 14.- Ensayo de viabilidad en andamios de PCL a través de la prueba
Live/Dead a distintos tiempos.

Comparativa en la viabilidad celular observada entre el grupo de Poly-L-Lisina (A,
B) frente a las células cultivadas en un andamio de PCL (C, D) y PCL-dHAM (E, F).

La Figura 14 muestra las BM-MSC cultivadas en los andamios de PCL comparadas
con el grupo control de Poly-L-Lisina. Como se observo en las micrografias, existe
una ausencia aparente de fluorescencia roja, indicando buena compatibilidad
celular por los andamios. Asi mismo, también se aprecié un aumento en la densidad

celular observable en los andamios de PCL-dHAM a las 48 horas.
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Figura 15.- Ensayo de viabilidad en andamios de PVP a través de la prueba
Live/Dead a distintos tiempos.
Comparativa en la viabilidad celular observada entre el grupo de Poly-L-Lisina (A,

B) frente a las células cultivadas en un andamio de PCL (C, D) y PCL-dHAM (E, F).

En los ensayos realizados para los andamios de PVP, mostrados en la figura 15, se
obtuvieron resultados muy similares tanto en la biocompatibilidad celular por la
superficie de cultivo, como en el efecto positivo de la dHAM sobre la proliferacion

celular en los andamios de PVP-dHAM.

67



1007

% Viabilidad

501

24

Tiempo

48

O Control
OrPCL

0 PCL-dHAM
b PVvP
B PVP-dHAM

Figura 16.- Grafica de viabilidad através de la prueba Live/Dead a distintos tiempos

Imagen comparativa de la viabilidad celular observada entre el grupo de Poly-L-
Lisina frente a las células cultivadas en los andamios de PCL y PVP.

La figura 16 provee una grafica con el porcentaje de viabilidad calculado para este

ensayo, obteniendo que todos los andamios evaluados a las 24 y 48 horas exhiben

una viabilidad arriba del 90%.

Ensayo de cicatrizacion de herida in vitro

Con el objetivo de evaluar el potencial funcional de los andamios en procesos

asociados a la regeneracion tisular, se realizé un ensayo de cicatrizacién. Esta

prueba permite analizar la capacidad de migracion celular a través del cierre de una

herida artificial generada.
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Figura 17.- Ensayo de cicatrizacion en Poly-L-Lisina a 0, 6, 12y 24 h.
(A-D) Micrografias representativas (10x) del ensayo realizado en laminas

recubiertas con Poly-L-Lisina distintos tiempos. (E) Grafica del porcentaje de
cicatrizacion observado a través del tiempo. **** = ANOVA p < 0.0001.

Para evaluar la capacidad migratoria de las BM-MSC de ratén, se realizé un ensayo
de cicatrizacion sobre los andamios fabricados. Observamos en la figura 17 que, a
las 6 horas, el cierre de la herida alcanzé un 1.04%; sin embargo, este valor aumento
significativamente a las 12 horas con un cierre del 20.08% y finalmente alcanzé un

39.51% a las 24 horas en las laminas recubiertas con Poly-L-Lisina.
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Figura 18.- Ensayo de cicatrizacién en PCL-dHAM, PVP-dHAM, PCL, y PVP 24 h.

(A-E) Micrografias representativas de los ensayos de cicatrizacion realizados en los
distintos andamios después de 24 h de la formacion de la herida. (F) Gréfica
comparativa del porcentaje de cicatrizacién a través del tiempo. ** = ANOVA p <
0.0001

Tras la migracién promedio en el grupo de Poly-L-Lisina, se evalué la capacidad de
cicatrizacion de las BM-MSC de raton cultivadas sobre los distintos andamios a las
24 horas. La eleccion de este tiempo es determinar la capacidad final de
cicatrizacion, observada a través de la migracion celular, tras un periodo suficiente

para observar diferencias significativas entre grupos.

Los resultados en la figura 18 muestran diferencias notables entre los grupos. El
andamio de PVP presentd una tasa de cicatrizacion del 64.20%, mientras que el de
PCL alcanz6 un 76.56%. Al incorporar la dHAM, se observdé un incremento

significativo en la migracion celular: el andamio PVP-dHAM mostr6 una cicatrizacion
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del 93.13%, y el andamio PCL-dHAM alcanzé el valor mas alto con un 98.47% de

cierre de herida.

El andlisis estadistico reveld diferencias significativas entre los andamios sin
dHAM vy sus respectivos equivalentes con dHAM: PCL vs. PCL-dHAM (p = 0.0001)
y PVP vs. PVP-dHAM (p = 0.0001). No se encontraron diferencias significativas
entre los andamios PCL-dHAM y PVP-dHAM, lo que sugiere que la presencia de la

matriz bioldgica es el principal factor que favorece la migracion celular
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9. DISCUSION
La membrana amnidtica es uno de los biomateriales mas investigados en el campo
de la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos (Jahanafrooz et al., 2023). Su
facilidad de obtencion, bajo costo de procuracion, asi como sus multiples
propiedades biolégicas reportadas, la convierten en una fuente valiosa para la
medicina regenerativa. No obstante, su alta velocidad de degradacion y bajas

propiedades mecanicas pueden limitar sus aplicaciones.

En el presente estudio se desarrollaron andamios de PCL y PVP, con y sin
incorporacion de matriz de membrana amniotica descelularizada (AHAM), mediante
la técnica de spin coating, esto con el objetivo de obtener una matriz hibrida que
combine la bioactividad de la dHAM, rica en coldgeno y factores de crecimiento, con
la resistencia y estabilidad quimica de los andamios poliméricos, superando las
limitaciones individuales de los componentes. De igual forma, el uso de la técnica
de spin coating facilita la integracion de los componentes en un sistema controlado,
produciendo recubrimientos homogéneos que favorezcan la interaccién célula-
sustrato, preservando la bioactividad de los biomateriales. Los resultados obtenidos
demuestran que la adicion de dHAM favorecio significativamente la proliferacion y
migracion celular, manteniendo al mismo tiempo la integridad estructural de los

polimeros, lo que sugiere una mejora sinérgica derivada de la combinacion.

Se realiz6 un ensayo de viabilidad celular para determinar la concentracion
minima efectiva de dHAM a emplear en los andamios que tenga efecto sobre la
proliferacion celular. Para este fin se estimé mediante luminiscencia la cantidad de
células viables utilizando extractos solubles de dHAM. Los resultados del estudio
avalan la biocompatibilidad de las concentraciones evaluadas de dHAM a los
tiempos evaluados, asi como un incremento en la taza de proliferacion de la linea
celular con base al tiempo de exposicion. Al contrastar estos hallazgos con lo
reportado por Rojas-Murillo et al. (2024), se observa similitud en los resultados. En
este estudio previamente se emplearon extractos solubles de dHAM sobre
condrocitos humanos y observaron que a una concentracion de 3 y 6 mg/mL

incremento la proliferacion celular a las 48 h, y un aumento del 40% en todas las
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concentraciones a las 72 h (Rojas-Murillo et al., 2024). En nuestro caso, aunque es
diferente el tipo celular evaluado y las concentraciones de los extractos de dHAM
empleados, se observa un incremento similar en la viabilidad, demostrando la
actividad biolégica de la dHAM y sus componentes solubles sobre la proliferacion

celular.

Por otra parte, Lofti, 2021 evalud el efecto de los factores solubles de un
andamio de PCL con matriz de membrana amniotica pulverizada, sobre un cultivo
células madre derivadas de tejido adiposo (AT-MSC) a través de un ensayo de MTT.
Los extractos solubles fueron preparados depositando medio de cultivo sobre los
andamios por 3, 7 y 14 dias. Lofti et al. observaron una mayor intensidad en la
absorbancia de los grupos tratados con membrana amniotica contraste al grupo de
PCL puro y al control (sin PCL ni membrana amniética) en todos los tiempos
evaluados, lo que demuestra la ausencia de citotoxicidad de los andamios y el
efecto de los factores solubles sobre la actividad proliferativa de las células
cultivadas. Aunado a esto, ellos observaron que los extractos solubles de los
andamios con mayor concentracion de membrana amni6tica (relacién 80:20)
tuvieron ligeramente mejores resultados en comparacion con el andamio de menor
concentracion (90:10), adjudicando este fenbmeno a la mayor cantidad de factores

de crecimiento existentes en el andamio 80:20 (Lotfi et al., 2023).

La hidrofobicidad o humectabilidad de una superficie, cuantificada por el
angulo de contacto, es un paradmetro critico que influye directamente en la afinidad
de un material para la adhesion y diferenciacion celular (Huhtamaki et al., 2018) vy,
por consiguiente, en los procesos celulares subsecuentes. En general, la mayoria
de las células de mamifero muestran preferencia por adherirse y proliferar en
superficies con una hidrofobicidad moderada, evitando tanto las superficies
superhidrofilicas (angulo de contacto < 5°) como las superhidrofébicas (> 150°). La
adhesion celular optima suele observarse en superficies con angulos de contacto
entre 40° y 70° (Al-Azzam & Alazzam, 2022).

En la evaluacion de la humectabilidad, los valores de angulo de contacto
evidenciaron que la adicion de dHAM produjo distintos efectos en la hidrofobicidad
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de los polimeros: Para el andamio de PCL, la matriz de dHAM redujo su
hidrofobicidad, mientras que el PVP-dHAM presentd un incremento significativo de
este parametro. Esto entra en concordancia con lo previamente reportado. Lo que
indica que la hidrofobicidad o humectabilidad de una superficie puede ser
modificada a través de la adicion de grupos hidrofilicos o hidrofébicos (Guo et al.,
2016). Kanaujiya et al. (2024), en su investigacion de fibras compuestas de
PCL/PVP enriquecidas con colageno y cargadas con RSV y AMP, atribuyen el
aumento en la hidrofilicidad principalmente a la incorporacion de colageno dentro
de la matriz quien, por su naturaleza rica en grupos polares, incrementa la afinidad
del andamio por el agua y reduce el angulo de contacto (Kanaujiya et al., 2024). De
la misma forma, este hallazgo también es congruente con lo reportado por Majidnia
et al. (2022), quienes observaron que la incorporacion de pulverizado de membrana
amnidtica en matrices electrohiladas de PCL/colageno, a concentraciones
superiores a las evaluadas en nuestro trabajo, aumentd la hidrofilicidad. La
disminucién del angulo de contacto en PCL podria atribuirse a la presencia de
proteinas hidrofilicas y glicoproteinas de la dHAM, especialmente de elastina,
fibronectnina, laminina y coladgeno (Krishani et al., 2023; Majidnia et al., 2022). En
contraste, el aumento de la hidrofobicidad observado en PVP-dHAM podria estar
relacionado con la redistribucién superficial del polimero hidrofilico durante el
proceso de spin coating en conjunto con la matriz de dHAM, lo que podria reducir la
exposicion de grupos polares del PVP. Nuevamente, Kanaujiya et al. proponen que
la distribucion y orientacion de los grupos polares es determinante en la disminucién
del angulo de contacto, lo cual es reafirmado por otros autores (Irfan et al., 2019;
Pushp et al., 2021). No obstante, cabe destacar que todos los andamios presentaron
una naturaleza hidrofilica (<90°), condicion favorable para la adhesion y

proliferacion celular.

En los espectros ATR-FTIR realizados para los andamios de PCL-dHAM y
PVP-dHAM, se observan las bandas caracteristicas de los polimeros, asi como la
presencia de sefiales atribuibles a proteinas y otros componentes de la membrana
amnibtica, especialmente en el espectro de PCL, correspondientes a la Amida |
(1635-1650 cm™), Amida Il (1530-1540 cm™) y Amida A (3300-3310 cm™). No
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obstante, en el espectro de PCL, se observa un corrimiento de la banda Amida 1y
una disminucion en la intensidad de la Amida Il. Aguirre-Chagala et al. (2017) realizé
un andamio electrohilado de PCL combinado con colageno y elastina, el cual mostré
cambios en la intensidad y desplazamientos en las bandas Amida | y Amida I, lo
cual se interpret6 como modificaciones en la estructura proteica producto de la
adicion de PCL (Aguirre-Chagala et al., 2017). No obstante, las variaciones
observadas en los espectros son minimas, presumiblemente debido a interacciones
0 superposicion entre los componentes de la dHAM y la matriz polimérica. La
superposicion en las bandas del espectro de PVP explicaria la atenuacién de las
bandas amida, y junto al aumento reportado en el angulo de contacto, puede sugerir
un posible reordenamiento de los grupos polares de la membrana amniética hacia
el interior de la matriz y no en la superficie del recubrimiento, contribuyendo al
aumento en la hidrofobicidad del andamio. De forma general, se presume que el
proceso de spin coating no indujo cambios estructurales significativos a la estructura
del polimero ni al de la matriz de dHAM, teniendo un comportamiento similar al

reportado por Lotfi et al y Majjidnia et al (Lotfi et al., 2023; Majidnia et al., 2022).

Para corroborar la compatibilidad celular de las células cultivadas en los
andamios y el efecto de la matriz de dHAM sobre las células, se realizé un ensayo
de proliferacion y de viabilidad mediante microscopia de fluorescencia. Los ensayos
de conteo celular mediante DAPI y viabilidad Live/Dead mostraron que la adicion de
dHAM favorecio significativamente la proliferacién a las 24 y 48 horas tanto en PCL
como en PVP, con incrementos del 35% y 30%, respectivamente, frente a los
andamios sin dHAM. La biocompatibilidad de los materiales y la aparente ausencia
de citotoxicidad aguda en nuestros andamios tienen similitud a lo expuesto por
Qasim et al. (2024) en las nanofibras de PVP-PVA-colageno, quien observé un
incremento en la proliferacion en los andamios de PVP-PVA-colageno, y
especialmente, un ligero incremento en el andamio de PVP-RSV-Colageno
(Kanaujiya et al., 2024); mientras que Lotfi et al, y Majidnia et al tuvieron resultados
similares para el andamio de PCL, quien mostrd una ligera mejora en la proliferaciéon
frente a los andamios de PVP-dHAM (Lotfi et al., 2023; Majidnia et al., 2022). Los

resultados observados comprueban la presencia e integracion de dHAM en los
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andamios, asi como la liberacion de factores bioactivos que estimulan la adhesion
y division celular, concordando con la capacidad proliferativa de los extractos

solubles de dHAM observada.

No obstante, un fenémeno notable es la disminucion en el nimero de células
observadas en los andamios de PCL/PVP con dHAM a las 72 horas. Esta
disminucién contrasta con la tendencia al alza en los andamios de PCL/PVP y el
grupo de Poly-L-Lisina a las 72 horas. La disminucién observada en el nimero de
células viables a las 72 horas en ambos andamios podria explicarse por fenomenos
de confluencia celular, limitacion de nutrientes o desprendimiento por
sobrepoblacion. Los investigadores, Abo-Aziza y Zaki, explican que la viabilidad
celular en BM-MSC se ve disminuida en confluencias del 100% y 20%, siendo que
cultivos celulares con alta densidad celular se encuentran relacionadas con una baja

expancién y altos niveles de apoptosis (Abo-Aziza & A A, 2017).

Aungue la dHAM inicialmente promueve una proliferacion mas rapida, esto
podria llevar a que las células en los andamios biocompuestos alcancen la
confluencia de saturacibn mas rapido que en los andamios puros. Este
comportamiento sugiere la necesidad de evaluar curvas de crecimiento a tiempos
mas prolongados, asi como intervalos intermedios entre los tiempos evaluados con

el fin de comprender adn mas la dinamica de interaccion célula—material.

En los ensayos de cicatrizacion se evalud la capacidad de migracion de las
células sobre los andamios. Se observé que la adicion de dHAM incrementd de
manera significativa la tasa de cicatrizacidon a las 24 horas, alcanzando valores del
98.5% en PCL-dHAM y 93.1% en PVP-dHAM. Estos resultados superan
ampliamente los obtenidos con los polimeros puros y se encuentran por encima de
lo reportado en superficies recubiertas con Poly-L-Lisina, el cual es un recubrimiento
empleado en cultivo celular por propiciar una mejora en la tasa de crecimiento
celular, ademas de una regulacion a la alza de genes involucrados en la adhesién
y proliferacion y, en algunas células como fibroblastos, un aumento en la tasa de
cicatrizacion, esto en contrasto con aquellas cultivadas en placas sin recubrimiento

(Heo et al., 2016; Lin et al., 2019); asi como lo reportado por Unalan et al, quien al
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evaluar andamios de PCL combinados con gelatina (PCL-GEL) cultivados con
células de fibroblasto dérmico humano normal, se observo un cierre de herida a las
24 h similar al reportado por nuestro equipo de trabajo. La gelatina, al igual que la
dHAM, es un polimero natural que contiene componentes bioactivos presentes en
la ECM que promueven la adhesion y proliferacion celular (Unalan et al., 2019). De
la misma forma, la dHAM posee componentes bioactivos colageno, laminina,
fibronectina y factores de crecimiento (EGF, bFGF, VEGF) capaces de promover
adhesién migracion. Young-Lin et al. afirma que la migracion celular es un proceso
regulado por distintos estimulos fisicos y quimicos, conocidos como "taxis", entre
los que encontramos quimiotaxis, durotaxis, entre otros. Por lo mismo, en los
ensayos de wound healing, tasa de cicatrizacion no sélo depende del tipo celular
empleado, sino también de las propiedades fisicoquimicas del sustrato, como la
rigidez superficial (Lin et al., 2019). Por otra parte, el tipo de células usado y la
composiciéon del recubrimiento pueden influenciar la cicatrizacion ya que no todas
las células requieren los mismos estimulos. Klein et al reportdé que los
recubrimientos con fibronectina (5 pg/cm2) aceleran el desplazamiento de las
células de Schwann, pero recubrimientos de colageno | (10 pg/cmz2), laminina (1
pg/cmz2) o sintéticos como la poly-L-lisina (3 pg/cm?2) pueden tener efectos neutros

o0 incluso inhibitorios (Klein et al., 2016)

Estos resultados evidencian que la interaccion célula-sustrato es especifica
de cada modelo y que la composiciéon superficial influye de forma determinante en
la respuesta migratoria. En este sentido, la incorporacion de dHAM en los andamios
fabricados mediante spin coating podria modificar el microambiente del sustrato al
aportar colageno, laminina, fibronectina y factores de crecimiento, los cuales
propiciaron el desplazamiento y cicatrizacion de las BM-MSC cultivadas en los

ensayos realizados.
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10.CONCLUSION

Mediante la técnica de Spin-Coating se fabricaron andamios de PCL y PVP, cony
sin incorporacion de dHAM, los cuales presentaron superficies lisas, uniformes y sin
defectos visibles aparentes. En términos de respuesta celular, la adicion de dHAM
mostro un efecto positivo y significativo en la proliferacidn celular a las 24 y 48 horas.
A las 48 horas, el andamio PCL-dHAM incrementé la proliferacion en un 35% en
comparacién con su equivalente sin matriz, mientras que el andamio PVP-dHAM

mostré un aumento del 30% respecto al PVP puro.

Asimismo, en el ensayo funcional de cicatrizacion realizado a las 24 horas,
se observé que la presencia de dHAM mejor6 de forma notable la capacidad
migratoria de las células. El andamio PCL-dHAM alcanzé un cierre de herida del
98.5%, lo que representa un incremento del 28.6% en comparaciéon con el PCL sin
matriz. De manera similar, el andamio PVP-dHAM logré un 93.1% de cierre,
superando en un 45.1% a su equivalente sin dHAM.

Ambos andamios funcionalizados con dHAM mostraron un comportamiento
muy similar en términos de proliferacion celular y cicatrizacion, lo que sugiere que
tanto PCL como PVP son materiales viables para su combinacion con 4 mg/mL de
dHAM, constituyendo asi una estrategia prometedora para el desarrollo de

andamios bioactivos en aplicaciones de medicina regenerativa.
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11.PERSPECTIVAS

e Evaluar las propiedades mecanicas de los andamios fabricados, incluyendo
pruebas de resistencia a la traccion y elasticidad, con el fin de determinar su

comportamiento estructural en condiciones fisioldgicas simuladas

e Realizar analisis fisicoquimicos complementarios para una caracterizacion
mas integral de los andamios, tales como espectroscopia Raman, analisis

de degradacion enzimatica y estudios de estabilidad térmica.

e Ampliar los tiempos evaluados en los ensayos biolégicos para obtener una
curva completa de crecimiento celular, determinar el punto de méaxima
proliferacion y evaluar posibles efectos tardios. Asimismo, se propone la
incorporacion de ensayos de diferenciacion celular, en particular hacia
linajes osteogénicos, condrogénicos o epiteliales; determinar la estabilidad

y tiempo de actividad de los factores de crecimiento

e Comparar la actividad de los andamios fabricados contra la matriz de dHAM
sola y con los extractos solubles, esto con el fin de determinar las ventajas

gue posee la generacion de este tipo de matriz.

e Realizar andlisis de expresion génica, incluyendo RT-gPCR o RNA-Seq,
para identificar los cambios transcripcionales inducidos por los distintos
andamios. Ademas, se plantea estudiar las vias de sefalizacion intracelular
involucradas en procesos clave como la adhesion, proliferacion, migracion y

diferenciacion celular.

¢ Implementar ensayos in vivo con el objetivo de evaluar la integracion del
andamio, su respuesta inmunoldgica y el potencial regenerativo del

biomaterial.
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