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3. Resumen

Los polisacaridos como el almidén, la celulosay el carragenato son compuestos organicos,
biodegradables, de produccién sostenible y de bajo costo, obtenidos en muchas ocasiones a partir
de residuos agroindustriales. La extraccién de biopolimeros se motiva por la creciente demanda del
mercado, y la provincia de Cartago tiene 1004 de las 1554 fincas que se dedican al cultivo de papa
en Costa Rica, por lo que, alternativas de que generen valor agregado a dicho producto es de interés
para la region.

La micro estructuracién de estos materiales permite la fabricacion de complejos tridimensionales y
biocompatibles que han sido evaluadas como sistemas para la colonizacién celular in vitro. La
sintesis de estas estructuras responde a una necesidad en la busqueda de estrategias de reparacion
tisular eficientes. Estos sistemas de andamios tridimensionales inteligentes permiten, ademas,
controlar propiedades biofisicas y bioquimicas, mediante su modificacion con materiales
conductores y moléculas anidnicas de estimulacion celular, de manera que se module el entorno
extracelular a través de la estimulacibn mecanica, eléctrica y  bioquimica,
impulsando la reprogramaciéon molecular de las células cultivadas en el andamio y favoreciendo su
diferenciacion a un tejido de interés para su posterior reparacion.

En este proyecto de investigacion, se optimizé la sintesis de andamios porosos tridimensionales
basados en almidén extraido a partir de residuos de papa de origen agroindustriales de la zona
agricola de la provincia de Cartago. El material fue exitosamente modificado con un polimero
conductor para explorar su aplicacion durante la liberacion de dosis terapéuticas de
biomoléculas que podrian contribuir en la estimulacion de células madre mesenquimales humanas,
como paso inicial para la sintesis de tejido éseo in vitro y terapias de reparacion tisular.



4. Palabras clave

Biopolimeros, extraccioén, residuo agroindustrial, materiales porosos, aplicaciones biomédicas.

5. Introduccion

Costa Rica es un pais productor agricola, que posee condiciones favorables para la produccion
industrial de pifia, banano, cafia de azucar, café y papa [1]. Durante la cosecha, dependiendo el tipo
de cultivo, solo del 20% al 30% de la biomasa total es aprovechable como alimento [2], el restante,
se convierte en residuos agroindustriales que generan altos indices de contaminacién, no obstante,
la mayoria de estos residuos pueden ser aprovechables para la extraccion de biopolimeros como el
almiddn, celulosa u otros.

Desde el afio 2014, investigadores del Tecnolégico de Costa Rica han propuesto el uso de
biopolimeros en la fabricacion de sistemas porosos. Los aerogeles son materiales sélidos, livianos y
de gran area superficial que presentan una red de poros interconectados obtenidos a partir de la
remocion de liquido en geles humedos y el reemplazo de este por gas sin ocasionar el colapso de la
estructura [3], [4]. Tal como se menciond, estos sistemas porosos se han sintetizado a lo largo de
muchos afios a partir de biopolimeros y materiales inorganicos, sin embargo, su mercado viene
en aumento desde el afio 2017 y segun proyecciones, seguira creciendo [5]-[8]. Este crecimiento se
atribuye no solo a un interés econdmico por reducir los costos de energia y la alta demanda de
materiales de aislamiento livianos, sino que, los polimeros de origen natural que se utilizan para
sintetizar este tipo de estructurasson de gran interésen sistemas queimplican interaccion
con agentes bioldgicos [9].

Concretamente, dada su biocompatibilidad, su estructura y propiedades fisicas y mecanicas, estos
materiales porosos se han utilizado como sistemas de matrices extracelulares (MEC) en ingenieria
de tejidos [10]-[13]. Los aerogeles pueden ser utilizados como MEC siempre que se aproximen a las
condiciones naturales del ambiente celular. La estimulacion directa de las células por accion de
algunas moléculas que pueden combinarse con el material poroso es bien conocida (ej. factores de
crecimiento) [14]-[16]. Por otra parte, es aceptado que las células interaccionan bidireccionalmente
con la matriz. La contracciéon celular es soportada por la matriz extracelular provocando una
acumulacioén de moléculas en esos sitios, este proceso lleva a un balance de fuerzas entre las células
y la matriz, por lo tanto, las propiedades mecanicas de la matriz, como su elasticidad y rigidez,
también han demostrado tener mucha influencia en el comportamiento celular [10]-[12].

La caracterizacion de las propiedades mecanicas a macro y nano escala de materiales porosos
basados en polisacaridos ya se ha llevado a cabo por los investigadores proponentes, por lo que ya
se tiene conocimiento y experiencia con ese tipo de estructuras. Esta caracterizacion
permite elegir los tipos de células que pueden ser cultivadas en este tipo de andamios, o definir
posibles aplicaciones como sistemas de liberacién de biomoléculas, lo cual permitiria optimizar la
metodologia de sintesis o el tipo de biopolimero apropiado para usarse durante su fabricacién, de
manera que se realicen las mejoras de la matriz de acuerdo con su aplicacion final [17].

Adicionalmente, diversos tejidos requieren estimulacion eléctrica durante las etapas de proliferacion
celular, diferenciacién, intercambio de sefiales o movimiento, por ejemplo, el tipo de tejido
nervioso, musculo esqueléticoy ciertas células madre.La estimulacion de células madre
indiferenciadas para conducir su diferenciacién a un linaje determinado de una manera eficiente y
escalable es fundamental para el éxito clinico final de la terapia celular [18], [19].

Los estudios sobre la respuesta a la estimulacion eléctrica de células madre se han llevado a cabo

de manera constante desde hace varios afios [20]. Inclusive, la estimulacion de células madre
utilizando electrodos de oro disefiados por colaboradores y estudiantes del Tecnoldgico de Costa
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Rica ya se ha evaluado en sistemas de cultivo in vitro, obteniendo resultados muy favorables en
cuanto a diferenciacion y orientacién celular, lo que confirma que el sistema podria ser funcional en
sistemas tridimensionales como las matrices recubiertas con polimero conductor que se proponen
utilizar en esta propuesta [21].

6. Marco Teorico

Las propiedades eléctricas de los polimeros conductores como interface en electrodos y para
recubrimiento en matrices tridimensionales han sido ampliamente estudiadas, a su vez, su
biocompatibilidad para ser utilizado como biomaterial en aplicaciones bioldgicas también se ha
demostrado, lo que confirma la ventaja de hacer uso de estos materiales para el recubrimiento de
los andamios sintetizados a partir de polisacaridos [22], [23]. Con respecto a la aplicacion de los
polimeros conductores, también se ha reportado la fijacion y liberacién de factores de crecimientoy
otros tipos de moléculas anionicas, dado el mecanismo faradico que se involucra en los procesos
reductivos-oxidativos asociados a la conductividad del material [24]; esta aplicacién es de gran
interés en los sistemas de andamios para cultivo celular para inducir la inmovilizaciéon de
biomoléculas de estimulacién bioquimica en células madre y conducir su diferenciacion a un linaje
de interés.

Las células madre son reconocidas por su capacidad de regeneracion y su diferenciacion en diversos
linajes, lo cual favorece su uso en terapia celular ante diversos padecimientos [25],
[41]. Especificamente, las células madre mesenquimales (MSCs) son un tipo de células que tienen
potencial capacidad de diferenciacion celular en tejido 6seo, cartilago, musculo, médula,
tendoén/ligamento, adiposo y otros tejidos conectivos, por consecuencia, su uso ha cobrado gran
interés en el campo de medicina regenerativa e ingenieria de tejidos [26], [27].

La liberacion de biomoléculas por diversos mecanismos a partir de este tipo de matrices
tridimensionales se ha estudiado a lo largo de muchos afos. Este tipo de liberacion viene dada ya
sea tras la inyeccion, inhalacion o colocacién en tejidos especificos de estas estructuras. Dado lo
anterior, estudios recientes han propuesto el desarrollo de aerogeles para la liberacién controlada de
agentes farmacologicos como la dexametasona y que funcionen ademas como un andamio para el
crecimiento de células 6seas que también son estimuladas por este farmaco [28], [29].

Adicionalmente, tal como se menciond, el mecanismo faradico de los polimeros conductores ha
permitido la liberacién controlada de moléculas cargadas a partir de electrodos modificados. Tales
ensayos fueron desarrollados en el afio 2020 por los investigadores proponentes [24], pero aun no
se ha reportado la liberacién a partir de matrices porosas. Sin embargo, de acuerdo con lo que se ha
logrado estudiar, este tipo de metodologias para la liberacion controlada de biomoléculas en el uso
de los electrodos modificados podrian ser aplicados en los sistemas de aerogeles disefiados por
investigadores del proyecto; de modo que puedan emplearlos en un sistemain vitropara la
estimulacién de una linea celular humana de células madre mesenquimales, de manera que, en
conjunto con un estimulo eléctrico y mecanico, puedan plantearse como una estrategia en medicina
regenerativa ante diversos padecimientos o que contribuyan a la sintesis de tejido 6seo artificial en
matrices tridimensionales.

Finalmente, es importante considerar que Costa Rica, especificamente el ITCR, es un socio
internacional de la red europea COST CA18125 (Advanced Engineering and Research of aerogels
for Environment and Life Sciences) y coordinador nivel pais del proyecto internacional RLA2020014
de la Agencia de Energia Atémica (AEIA), lo que permite tener acceso a un grupo de expertos en el
area de estos materiales y técnicas de modificacion estructural. Lo anterior coincide con los retos
tematicos en ciencia, tecnologia e innovacidnque ha planteado Costa Rica,en la busqueda
de fomentar el desarrollo nacional de materiales avanzados o nanoestructurados promoviendo
encadenamientos, nuevos productos, calidad, diferenciacion y valor agregado.



7. Metodologia

Objetivo especifico 1: Obtener de un biopolimero de interés para la generacién de un
sistema de liberacién controlada de un sustrato de origen agroindustrial.

1. Poblacién y muestra del estudio.

La generacion de tecnologias y conocimientos a partir de la presente propuesta supondria un avance
en el campo del conocimiento cientifico-tecnoldgico nacional, por lo que parte de los beneficiarios
serian la comunidad cientifico-tecnoldgica de Costa Rica. Lo anterior con el fin, de propiciar nuevas
alianzas con otros grupos de investigacion, plantear estrategias del aprovechamiento racional de
residuos agroindustriales de cultivo de papa en la region de Cartago y generar un mejor
entendimiento de los problemas a nivel de tejido 6seo que aquejan la salud de las personas y
proponer soluciones mas integrales hacia estos, de una manera mas auténoma y local.

2. Extraccién de almidén de papa.

Las muestras seran lavadas y cortadas en trozos pequenios, colocados en disolucion de bisulfito de
sodio 0.1% (m/v) en una proporcion de 1 kg de tubérculo por cada 1 L de disolucion, por 10 min, para
posteriormente licuarse durante 3 a 4 min. La mezcla resultante se filtra por una tela para separar
restos celulares. La suspension se filtrara y se deja reposar toda la noche a temperatura ambiente.
Finalmente, el almidén precipitado se secara en un horno a 45 °C durante 24 h. El almidén obtenido
se triturara usando un molino y luego empaquetado para ser almacenados en un refrigerador a 4 °C
antes de su uso [30].

3. Determinacion del contenido de amilosa y amilopectina.

Para la determinacién del contenido de amilosa y amilopectina en muestras de almidon extraido a
partir de desechos de papa, se procedera a emplear dos metodologias, la primera empleando el
método por afinidad a yodo, la segunda, empleando el Kit de detecciéon de Megazyme®.

Objetivo especifico 2: Sintetizar sustratos porosos para aplicaciones biomédicas.
1. Sintesis de disoluciones para formulacion de criogeles.

Se prepararan dispersiones acuosas a partir del almidon extraido 9 % m/vy se le adicionara k-
carragenato a una concentracion de 0,5 % m/v, de acuerdo con estudios previamente realizados. A
estas dispersiones se les estara adicionando distintas concentraciones del
polimero polivinil alcohol y polivinil alcohol funcionalizado con grupos stirilpiridinium para
inducir el fotoentrecruzamiento de la matriz porosa. Esta modificacién podria ser funcional para
controlar la degradacion y el hinchamiento en agua que presenta la estructura de acuerdo con el
porcentaje de amilosa en la molécula de almidén extraida, de modo que pueda definirse la aplicacion
de las estructuras en liberacion de biomoléculas o para cultivo celular.

2. Sintesis de criogeles.

El material poroso sera disefiado y fabricado empleando la siguiente metodologia: una disolucion
clara y homogénea resultante de la mezcla de polisacaridos se agitara durante 3 horas y luego se
somete a un proceso de autoclavado a 121 °C durante 10 minutos. La dispersion resultante se
transferira de manera inmediata a moldes de polipropileno cilindricos (longitud: 40 mm y diametro
interno: 12,40 mm). Los moldes se sellaran con papel Parafilm y se almacenaran a 4 °C durante un
periodo igual o mayor a 48 h para inducir la retrogradacion del almidén, los cilindros de hidrogel se
someten a liofilizacion durante 24 horasy finalmente se mantienen en desecador hasta su
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uso. Los criogeles se someten a radiacién gamma a 25 kGy, para esterilizacién y para inducir el
entrecruzamiento del SbQ.

3. Caracterizacion fisica de los sistemas porosos (densidad, porosidad, hinchamiento y
degradacion).

La densidad en bulto de la matriz porosa, asi como el volumen de encogimiento una vez liofilizado
el material, seran determinados con la finalidad de realizar su caracterizacion fisica. Para esto, la
siguiente ecuacion, permite calcular el volumen de encogimiento debido al proceso de liofilizacion.
La densidad del esqueleto de las matrices liofilizadas se determinara utilizando un picnémetro de
nitrégeno a temperatura ambiente y a 19 psi. Este equipo esta disponible en el laboratorio de
investigacién de la escuela de quimica del TEC. El hinchamiento y la degradacion de las estructuras
sera determinado de acuerdo con los cambios en la masa de los sistemas porosos antes y después
de su inmersién en soluciones salinas, por un periodo de 8 horas y 15 dias, respectivamente.
Finalmente, datos de porosidad y volumen total de poro, seran extraidos a partir de los datos de
densidad ya obtenidos.

4. Recubrimiento con el polimero conductor.

Para la preparacion de los criogeles con PEDOT, se agregaran 150 mg de la plantilla de la
muestra de almidén/k-carragenato/PVASbQ en una solucion 0.3 M de p-toluenosulfonato de hierro.
Después de 24 h, los criogeles seran lavados con IPA 0.5 M. Subsecuentemente, las muestras se
sumergen en una solucion de 3,4-ethilenedioxitiofeno (EDOT) 2.0 M durante 48 horas. Finalmente,
las muestras se lavanal menos en cinco ocasionescon IPA y se dejan secar a
temperatura ambiente.

5. Medicién de impedancia eléctrica de las matrices conductoras.

El comportamiento eléctrico de las matrices porosas recubiertas con el polimero conductor se
evaluara por impedancia eléctrica vy voltametria ciclica. Para el analisis, se colocara
el criogel polimerizado entre dos electrodos de cobre, de manera que se tenga una estructura tipo
sandwich, y cada uno de los electrodos sera utilizado como electrodo de trabajo y contraelectrodo.
Los estudios de impedancia eléctrica se llevaran a cabo a 50 mV y con un rango de frecuencia desde
50 a 10°Hz. Finalmente, para el analisis de voltametria ciclica, se aplicara 3 ciclos de analisis con
un rango de potencial desde -0.5 hasta 1 V, con un rango de escaneo de 100 mV/s.

6. Uso de circuito electrénico para estimulacién de matrices conductoras a usarse para cultivo
celular.

Se utilizara un prototipo del sistema de estimulacidon eléctrica que permita la generacién y
procesamiento de sefiales eléctricas por modulacion de ancho de pulso (PWM), senoidal, triangular
y exponencial, basado en las plataformas Arduino y Raspberry Pi en conjunto con convertidores
digital-analégico (DAC) con al menos 10 bits de precision, y otros componentes externos para el
acondicionamiento (amplificacion, filtrado) de las sefiales generadas.

Objetivo especifico 3: Evaluar la eficacia de los sistemas porosos fabricados a partir de
biopolimeros en aplicaciones de cultivo celular y como sistemas de liberacién de
biomoléculas.

1. Fijacién de biomoléculas en la matriz porosa.

La fijacion de moléculas anidnicas en la matriz porosa se llevara a cabo adicionando concentraciones
definidas de una biomolécula a la mezcla inicial utilizada para la sintesis. Estas concentraciones
seran calculadas de acuerdo con estudios de fijacion previos que se llevaron a cabo sobre electrodos
de oro.



A la dispersion inicial de polisacaridos, segun sea determinado en el objetivo especifico 2, se le
adicionara la biomolécula y posterior a esto, se agitara la disolucién durante 3 horas a temperatura
ambiente y se somete a un proceso de autoclavado para inducir la gelificacion. Una vez se haya
vertido en moldes, se mantendran 4 dias en refrigeracion y finalmente se congelan a -20
°C, posteriormente se secan por liofilizacion. Se mantendra un grupo de criogeles cargados con
biomoléculas para inducir la polimerizacion del EDOT y hacer comparaciones posteriores.

2. Estudio de las condiciones de liberacion de biomoléculas a partir de la matriz.

La liberacién controlada de biomoléculas a partir de sistemas conductores bidimensionales ya ha
sido estudiada previamente, esta metodologia puede adaptarse al sistema actual, no obstante, en
este caso se estaria optimizando la liberacién de dosis terapéuticas a partir de la membrana
tridimensional.

Por otra parte, para los criogeles recubiertos con PEDOT, estudiantes adjuntos a proyectos de
investigacion relacionados han disefado electrodos de tamafo reducido que pueden adaptarse a
pocillos de cultivo celular. Este electrodo permitiria el contacto con los criogeles conductores que
seran colocados en el fondo del pocillo, de manera que permita la estimulacion eléctrica de la
matriz.

Inicialmente, los electrodos y el criogel conductor con biomoléculas inmovilizadas se colocaran en el
pocillo de cultivo. El electrodo sera conectado al circuito de estimulacion disefiado para estudios in
vitro. Al pocillo se le adicionara 100 yL de una solucién de acetato de amonio 0.1 M, pH 7.2. Y se
aplicara un estimulo con un rango de potencial desde 0.6 V hasta 1 V y con un rango de escaneo de
0.25 mV/s. La cantidad de ciclos de estimulacion eléctrica por aplicar seran determinados de acuerdo
con la concentracion de biomolécula liberada tras cada analisis. Con esto, se puede definir la
cantidad de estimulos para alcanzar la liberacion a dosis terapéuticas.

3. Formacién de tejido 6seo tras diferenciacion celular en el sustrato poroso producido a partir
de polisacaridos.

Se empleara una linea de células madre mesenquimales humanas de la casa comercial Lonza (PT-
2501). Las células se cultivaran y se mantendran en el medio de cultivo Minimum Essencial (MEM)
suplementado con 1% Penicilina-Streptomicina, 2% de L-glutamina, 1% Piruvato de Sodio y
10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y se mantendran a 37°C en un incubador humidificado al 5% de
CO..

Para el control positivo del ensayo de diferenciacion inicial, una vez alcanzado el 80% de confluencia,
se mantendra el cultivo celular en placas de 12 pocillos con medio MEM suplementado con 10 mM de
B-glicerofosfato, 50 pg/ml de acido ascérbico fosfato, y 100 nM de dexametasona, y se mantendra un
cultivo sin estos agentes como control negativo.

Posteriormente, las células seran inoculadas en una densidad de 200000 células/mL sobre los
andamios cargados con biomoléculas, y que fueron previamente esterilizados mediante radiacion
gamma, después de 24 horas de cultivo, se hara una evaluacién de la viabilidad celular y de la
citotoxicidad ocasionada por las matrices.

8. Resultados

En este proyecto de investigacion, se optimizo la extraccidén de almidén extraido a partir de residuos
de papa de origen agroindustriales de la zona agricola de la provincia de Cartago desechos para la
sintesis de andamios porosos tridimensionales. El almidon obtenido a partir del material desechado
de papa esta en el rango de 7,82 £ 0,10 %, y se determiné que el grado de amilosa es de 26,1 + 1,8
%, lo que esta de acuerdo con los valores reportados en la literatura [31]. El almidon extraido se
utilizé para generar un criogel a base de almidén a partir de una retrogradacion de una solucion
acuosa y un proceso de liofilizacion.



Figura 1. (Izquierda) Papa de desecho obtenida en el mercado central de Cartago segun acuerdo

R-CM-ITCR-002-2023-OT-CONAGEBIO.(Derecha) Criogel de almidén empleado en este proyecto.

Los materiales porosos obtenidos presentaron caracteristicas fisicas similares a los fabricados

previamente a partir de almidén comercial [32], lo que constituye una estrategia innovadora para

procesar residuos de biomasa en productos de valor agregado. Los criogeles se prepararon a partir

de dispersiones acuosas al 9 % del almidon extraido para luego retro degradarlos y por medio de
liofilizacidn generar el material poroso. Las propiedades de los criogeles resultantes para cada etapa
de sintesis se muestran en figura 1. La muestra present6 baja densidad aparente (pbulk) y una

porosidad similares a los resultados de informes anteriores que utilizaron una concentracion similar

de almidon de maiz [33]. El area superficial (BET) resulté baja (6,899 m2-g'), con espectros de
infrarrojo y los datos térmicos acordes con el material de partida.
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Figura 2: Carcaterizacion del almidén estructurado obtenido de la papa de desecho: (a) microscopia
de barrido, (b) analisis termigravimétrico, (c) adsorcion/desorcion de nitrégeno y (d) espectro de

infrarrojo. Adaptado de [34]




Los criogeles funcionaron como sustratos para la deposicién del polimero conductor y esto se
confirmd con analisis elemental confirmando la presencia de azufre ademas de una caracterizacion
por espectroscopia de impedancia (EIS). La caracterizacién por espectroscopia de impedancia
eléctrica de los compuestos porosos se realizé utilizando un modelo previo [32], que incluia
fendmenos de transferencia de masa, efectos de la distribucidon de estados de energia, la porosidad
de los materiales y la conductividad eléctrica. Los ajustes a dicho modelo se pueden ver en la
siguiente tabla:

Tabla 1. Ajuste de datos de espectroscopia de impedancia electroquimica a una muestra de criogel
polimerizado con PEDOT, utilizando el modelo de circuito R(RQ)(RQ). (modificado de [34])

Circuit element PEDOT
Rs1 (QQ) 1.5582E5
Rp1l (Q) 1.993E5
CPE1 (F) 6.516E-10
CPE1.N 0.82964
Rs2 (QY) 2627.4
Rp2 (Q) 1.9695E5
CPE2 (F) 1.0885E11
CPE2.N 0.81716

(b)

ydL

Figura 3: Sistema de electroestimulacion: (a) Electrodo colocado en el posillo, (b) soporte de muestra
de posillo fabricado por impresién 3D y disefiado por el Ing. Sebastian Leon, (c) Electrodo modificado
utilizado en la estimulacién del posillo disefado: Ing. Sebastian Ledn Fabricado: Dr. Esteban
Avendafio UCR y (d) sistema portatil de estimulacion, fabricado por el Dr. Juan Jose Montero.
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Una caracterizacion exhaustiva del mecanismo de polimerizacién y del material obtenido se realizé

en el articulo que recopila en detalle el proceso de sintesis [34]. Ademas, el sistema de
electroestimulacion empleado se presenta en la figura 3.

En este trabajo, se estudié el efecto de la dexametasona 21-fosfato (Dex) como el agente de
diferenciacion de osteoblastos, se incorporé durante la preparacion del criogel [35]. La cantidad de
farmaco liberado se determiné mediante voltamperometria ciclica y espectrometria de masas de alta
resolucién. Los resultados obtenidos relacionados con la liberacion in vitro de Dexametasona a partir
de los criogeles a base de polisacéaridos producidos se muestran en la Figura 4. Las formulaciones
de criogeles lograron alcanzar su tasa maxima de liberacidon del farmaco durante las primeras seis
horas de analisis, seguidas de una liberacion sostenida en las siguientes 24 horas, liberando un
aproximado del 28% al 35% del farmaco total después de 4 dias.

80
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Figura 4. Perfiles de liberacion de dexametasona de materiales porosos St/kC/Dex que contienen
de 0,00005 % a 0,0018 % en masa de dexametasona-21 fosfato, liberado en acetato de amonio 0,1
M, pH 7,2 a 37 °C y 100 rpm durante 24 horas. (imagen tomada de [35])

En este trabajo, se cuantificé que la cantidad de farmaco liberado del criogel que contiene
Dexometasona al 0,00005 % en masa esta en el rango de 1,85 + 0,55 ng de farmaco por mg de
andamio poroso, de modo que, se necesitan aproximadamente = 25 mg de criogel para liberar las
células en concentraciones apropiadas (100 nM) de farmaco en placas de cultivo de 24 pocillos. Las
dosis de Dex para promover la diferenciacion de células madre mesenquimales en osteoblastos
durante el cultivo in vitro son efectivas a niveles de 100 a 1000 nM. En este trabajo, se demostré que
al menos 25 mg de criogel de la concentracion de farmaco més baja son necesarios para lograr
estimular las células madre durante su cultivo, e inducir respuestas para diferenciacion a tejido 6seo.

Como se ejemplifica en la figura 5, se evalu6 la biocompatibilidad de las estructuras recubiertas con
el polimero conductor PEDOT.
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Figura 5. Analisis de biocompatibilidad de criogeles a base de almidén y electrodo modificado con
PEDOT/kC/Dex utilizando el ensayo CCK-8 en cultivo de hMSC. (imagen modificada de [35])

(a)

Figura 6. Analisis de inmunofluorescencia de hMSC usando anticuerpo anti-OPN después de
estimulacion bioquimica inducida por dexametasona 21-fosfato y heparina: a. Control negativo, y b.
25 mg Dex 0,00005% criogel + Hep 0,5 Ul-mL-1. (imagen modificada de [35])

Los resultados de la Figura 6 confirman que OPN se expreso en todas las muestras bajo estimulacion
con Dex el dia 14, incluido el control negativo, lo que confirma la diferenciacion de osteoblastos. Los
resultados de esta etapa se requieren validar con experimentacion adicional y lograr generar una
publicacién que confirme la funcionalidad del sistema generado en esta investigacion.
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9. Discusion y conclusiones

Respecto al objetivo 1 del proyecto Obtener de un biopolimero de interés para la generaciéon de un
sistema de liberacion controlada de un sustrato de origen agroindustrial, se puede indicar que como
evidencia se obtuvo un almidén a partir del de papa desecho con rendimiento cercano a lo reportado
en la literatura [31]. El almidén extraido se utilizd con éxito en la preparacion de criogeles a partir de
una retrogradacién de una soluciéon acuosa y un proceso de liofilizacion similar a previas
investigaciones [32], [36]. Los materiales porosos obtenidos presentaron propiedades fisicas
similares a los fabricados previamente a partir de almidén comercial [32] (ver Figura 1), exhibiendo
una estrategia novedosa para procesar residuos de biomasa en productos de valor agregado. La
conversion de desechos de papa en un compuesto poroso conductor es un ejemplo de la potencial
preparacion de materiales innovadores que equilibren el progreso y sostenibilidad en un marco de
economia circular. Nuestro trabajo brinda informacién sobre la metodologia para funcionalizar el
almidén obtenido de residuos de biomasa mediante polimerizacién quimica de poli (3,4-
etilendioxitiofeno) directamente sobre el sustrato.

Los resultados del objetivo 2 del proyecto Sintetizar sustratos porosos para aplicaciones biomédicas,
se puede evidenciar mediante la caracterizacion térmica y espectrométrica de los compuestos
generados. Los resultados reportados en la referencia [34] nos permite evaluar el efecto del proceso
de deposicion del polimero conductor y constatar las mejores condiciones experimentales en la
respuesta eléctrica del material. Ademas, hemos confirmado mediante microscopia electrénica y
nitrégeno que la estructura mantiene su estructura porosa lo cual es critico en la aplicacién estudiada.
El estudio de Fisisorcion de la plantilla confirma que la estructura resistio el proceso de polimerizacion
y estos resultados coincidieron con informes anteriores que utilizaron una concentracion similar de
almidén de maiz [33] y para estructuras tridimensionales PEDOT [37]. Estos materiales porosos
electro-conductores polimerizados con PEDOT se proponen como estructuras potenciales durante
la estimulacién eléctrica de las células para la regeneracion de tejidos y como sistemas de
administracion de farmacos [38]—[40], lo que convierte en un sistema interesante para incorporar en
cultivos de MSC y con ello inducir su diferenciacién. Dexametasona se incluy6é con éxito en una
formulacién y protocolo de preparacion de criogeles. Estos mostraron propiedades fisicas adecuadas
en términos de porosidad, tamafio de poro, degradacion y cinética de hinchamiento para ser
utilizados como sistemas de liberacién controlada de farmacos para ser aplicados in vitro e in vivo y
como matrices extracelulares tridimensionales.

Para evidenciar el desarrollo del objetivo 3 Evaluar la eficacia de los sistemas porosos fabricados a
partir de biopolimeros en aplicaciones de cultivo celular y como sistemas de liberacién de
biomoléculas. Es importante indicar que el uso de andamios disefiados con materiales bioactivos
permitiria facilitar la formacion de tejidos funcionales. La diferenciacién de las hMSC en diferentes
linajes se puede inducir incorporando agentes bioquimicos al medio de cultivo. Dado esto, el estudio
del papel in vitro de la liberacion controlada de un agente bioactivo en la proliferacién y diferenciacion
de células del linaje osteogénico, puede ser un enfoque prometedor para el futuro disefio y desarrollo
de andamios que permitan el establecimiento y diferenciacién celular. La fijacion y liberacion de
algunas biomoléculas fueron realizadas en trabajo. Este ensayo permite concluir que, al igual que
los electrodos [41], los criogeles influyen en la diferenciacion de las hMSC [42], aumentando la
expresion de marcadores maestros de regulacion osteoblastica como la proteina OPN. Las pruebas
de biocompatibilidad confirman que las matrices formuladas son aptas para los estudios planteados.

Nuestro trabajo nos permite optimizar la técnica de oxidacién in situ como estrategia para
funcionalizar biopolimeros obtenidos a partir de residuos de biomasa, donde posteriormente se
realiza la polimerizacién quimica del poli(3,4-etilendioxitiofeno) directamente sobre el sustrato.
Finalmente, se concluye que la extraccién de biopolimeros para aplicaciones de alto valor agregado
puede por sus propiedades ser de gran interés para una amplia audiencia, incluidas aplicaciones
electronicas, ambientales y biolégicas. Es requerida experimentacion adicional para optimizar el
material poroso conductor como un sistema que genere una diferenciacion selectiva en cultivo de
células madre.

13



10. Recomendaciones

Una evaluacién de la respuesta mecanica de los materiales producidos a macro y microescala
permitiria cuantificar el posible efecto en la diferenciacién de células madre. Esta linea de trabajo
requiere de personal altamente entrenado, lineas celulares y equipo que la institucion debe promover
a su adquisicion y mantenimiento. Hemos experimentado una migracion de personal de este perfil
biomédico a otros sectores productivos, lo que resta las capacidades de nuestra institucion para
realizar bioensayos en aplicaciones relacionadas con la salud humana. Los resultados de este
proyecto requieren validacion con experimentacion adicional. El uso de biomasa es de gran interés
a nivel mundial, pero la ausencia de investigacion de punta que permita estudiar su uso y aplicacion
afecta el desarrollo de estas lineas de investigacion.
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