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Resumen

Los scaffolds basados en celulosa bacteriana (CB) representan una alternativa altamente
prometedora en ingenieria de tejidos, al ofrecer estructuras biomiméticas capaces de imitar
la matriz extracelular y favorecer la adhesion, proliferacién y diferenciacién de células
musculares. La presente tesis tuvo como objetivo desarrollar un scaffold de nanofibras
alineadas de CB, obtenido mediante la aplicacién sinérgica de un campo eléctrico durante
su biosintesis y un posterior proceso de traccion mecanica, con el fin de optimizar la

orientacion celular in-vitro.

Para ello, se disefd y fabricé una camara de microcrecimiento con electrodos de grafito,
que permitié aplicar de manera controlada un campo eléctrico durante la produccién de CB.
A través de simulaciones, se establecieron las condiciones 6ptimas de intensidad vy
distribucién del campo, logrando inducir una orientacién dirigida de las nanofibras en la zona
central del scaffold. Posteriormente, el material fue sometido a ciclos de traccidén mecanica,
lo que potencid la alineacién fibrilar, verificada mediante microscopia electrénica de barrido
y analisis de coherencia angular. La caracterizacién quimica mediante FTIR-ATR confirmé
la preservacion de la estructura molecular de la celulosa, mientras que las isotermas de
adsorcion de vapor demostraron que las propiedades higroscopicas del material
permanecieron intactas, un factor esencial para la retencién de nutrientes en el cultivo
celular. La biocompatibilidad fue evaluada mediante ensayos de citotoxicidad (WST-1),
comprobandose, ademas, con la linea celular C2C12, que la superficie alineada de los
scaffolds favorece la adhesion y promueve la diferenciacion miogénica. Los resultados
evidencian que la aplicacion combinada de campo eléctrico y traccion mecanica genera
scaffolds con una orientacion nanofibrilar significativamente superior respecto a los
controles, lo que se traduce en un incremento de sus propiedades mecanicas y en la
creacion de un microambiente mas favorable para el desarrollo y maduracién de células

musculares.

En conclusién, el proceso integrado de aplicacién de campo eléctrico a la biosintesis de CB
y su posterior traccidbn mecanica constituye una estrategia eficaz para la fabricacion de
scaffolds de nanofibras altamente orientados y con gran potencial de aplicacion en

Ingenieria de Tejidos y Medicina Regenerativa.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) based scaffolds represent a highly promising alternative in
tissue engineering, offering biomimetic structures capable of mimicking the
extracellular matrix and promoting muscle cell adhesion, proliferation, and
differentiation. The objective of this thesis was to develop a scaffold of aligned BC
nanofibers, obtained through the synergistic application of an electric field during
biosynthesis and a subsequent mechanical traction process, to optimize cell

orientation in vitro.

To this end, a micro growth chamber with graphite electrodes was designed and
manufactured, allowing for the controlled application of an electric field during BC
production. Through simulations, optimal field intensity and distribution conditions
were established, successfully inducing a directed orientation of the nanofibers in
the central region of the scaffold. The material was subsequently subjected to
mechanical traction cycles, which enhanced fibrillar alignment, verified by scanning
electron microscopy and angular coherence analysis. Chemical characterization
using FTIR-ATR confirmed the preservation of the cellulose molecular structure,
while vapor adsorption isotherms demonstrated that the material's hygroscopic
properties remained intact, an essential factor for nutrient retention in cell culture.
Biocompatibility was evaluated using cytotoxicity assays (WST-1), and it was also
confirmed, using the C2C12 cell line, that the aligned surface of the scaffolds favors
adhesion and promotes myogenic differentiation. The results show that the
combined application of an electric field and mechanical traction generates scaffolds
with a significantly higher nanofibrillar orientation compared to controls, which
translates into an increase in their mechanical properties and the creation of a more
favorable microenvironment for the development and maturation of muscle cells. In
conclusion, the integrated process of applying an electric field to CB biosynthesis
and its subsequent mechanical traction constitutes an effective strategy for the
manufacture of highly oriented nanofiber scaffolds with great application potential in

tissue engineering and regenerative medicine.
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1. INTRODUCCION

Cada afo se realizan aproximadamente 4,5 millones de procedimientos quirurgicos
reconstructivos en todo el mundo, como resultado de accidentes automovilisticos, ablacion
del cancer o intervenciones estéticas (Grasman et al.,, 2015). Dentro de estos
procedimientos, la regeneracion del tejido muscular esquelético representa un desafio
clinico significativo. El injerto autélogo de musculo, considerado el estandar terapéutico,
conlleva multiples desventajas: es invasivo, costoso, limitado en disponibilidad y asociado
a complicaciones postoperatorias (Grasman et al., 2015; Gerli et al., 2018). Alternativas
como la inyeccion de células musculares cultivadas ex vivo han demostrado una eficacia
limitada, lo que subraya la necesidad urgente de nuevas estrategias terapéuticas (Kroehne
et al., 2008; Grasman et al., 2015)

En este contexto, la ingenieria de tejidos ha emergido como una disciplina que ofrece
soluciones innovadoras para regenerar o reemplazar tejidos danados. Se estimo que el
tamano del mercado global de ingenieria de tejidos fue de 19.360 millones de dodlares el
pasado 2024 y se proyecta una tasa de crecimiento anual compuesta del 14,3 % hasta 2030,
impulsado por la prevalencia de enfermedades crénicas musculoesqueléticas,

cardiovasculares, y metabdlicas (Grand View Research, 2025).

Este crecimiento ha sido potenciado por la necesidad de soluciones innovadoras de
ingenieria de tejidos que puedan reparar o reemplazar eficazmente los tejidos dafiados. Las
mejoras en biomateriales, la bioimpresion 3D, la investigacion con células madre y las
técnicas de edicion genética han impulsado este campo. Estos avances han facilitado la
creacion de tejidos complejos y funcionales, lo que aumenta el potencial de intervenciones
terapéuticas exitosas (Grand View Research, 2025). Una proyeccion importante, es que las
afecciones médicas musculo esqueléticas y esqueléticas crénicas impulsen la demanda de
implantes basados en biomateriales. Las empresas mas populares relacionadas con los
productos e instrumentos de cultivo celular tridimensional son BD Biosciences con un 27%
de participacion de mercado, seguida de Life Technologies (16%), Corning (11%), Sigma-
Aldrich (8%), Lonza (6%), Insphero (4%), 3D Biotek (4%) y Global Cell Solutions (3%)
(Cascone & Lamberti, 2020). Se puede observar el aumento de tamano de mercado de

Ingenieria de tejidos en la Figura 1.
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Figura 1. Mercado de Ingenieria de Tejidos. Tamafno por Aplicacién, 2020-2030 (Miles
de Millones de USD). (Grand View Research, 2025).

La ingenieria de tejidos en musculo esquelético in-vitro busca recrear el microambiente
necesario para el crecimiento y maduracién celular mediante el cultivo de mioblastos sobre
andamios (scaffolds) que imitan la matriz extracelular (ECM) nativa. Estos permiten recrear
el microambiente necesario para la adhesion, migracion, proliferacién y diferenciacion de
las células, promoviendo la regeneracion de tejidos dafiados o perdidos. Se ha descrito que
un requisito en esta area es el desarrollo de scaffolds que faciliten la alineacion celular para
dirigir la regeneracion y el crecimiento muscular esquelético. Para lograr esto, los scaffolds
deben imitar las estructuras jerarquicas presentes en la ECM del tejido muscular nativo
(Qazi et al., 2015; Grasman et al., 2015; Mueller et al., 2021).

La ECM es un complejo scaffolds natural viscoelastico compuesto por un ensamblaje
proteico denso y funcional (colageno tipo IV no fibrilar, laminina, colageno fibrilar tipo I,
proteoglicanos y glicosaminoglicanos sulfatados) con una arquitectura unica especifica del
tejido (Thorsteinsdattir et al. 2011; Kuraitis et al. 2012; Brown & Badylak 2014). Esta matriz
proporciona una estructura tridimensional y un microambiente para que las células modulen
diferentes procesos biolégicos, tales como adhesion, migracion, proliferacion,

diferenciacion, sefializacion célula-célula y deposicion de ECM (Rogers et al. 2014; Thery
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2010). EIl tejido muscular esquelético posee una estructura altamente organizada,
compuesta por elementos paralelos que pueden dividirse en fasciculos, miofibras y

miofilamentos (véase la Figura 2) (Carnes & Pins, 2020).

Hueso Vientre muscular Vaso sanguineo

e Célula satélite
/ Myofibra
g &G X

""x\\ Nicleo Myofibrilla

Sarcolema

Lamina basal

\

Tendoén

Epimisio
Perimisio

Figura 2. Anatomia del musculo esquelético. EI musculo esquelético es un tejido
altamente alineado organizado jerarquicamente. (Carnes & Pins, 2020)

Esta area tiene dos grandes enfoques, el primero en el area biomédica donde se busca
generar tejido funcional que se pueda trasplantar a un paciente, y el segundo en el area
alimentaria para la generacién de carne cultivada (Acevedo et al., 2018; MacQueen et al.,
2019; Nakayama et al.,, 2017). Tradicionalmente, diversos materiales tanto de origen
sintético como natural han sido evaluados para la fabricacion de scaffolds. Los polimeros
sintéticos ofrecen ventajas en cuanto a reproducibilidad y facilidad de modificacion, pero a
menudo carecen de los motivos bioactivos necesarios para una interaccién celular éptima.
Por otro lado, los polimeros naturales presentan una alta biocompatibilidad y poseen
sefales intrinsecas de reconocimiento celular, aunque pueden mostrar limitaciones en
cuanto a propiedades mecanicas y control sobre la degradacién. Frente a estas
limitaciones, la busqueda de nuevos biomateriales ha orientado la atenciéon hacia

soluciones hibridas y materiales innovadores.

Dentro de este escenario, la celulosa bacteriana (CB) ha emergido como un biomaterial de
gran interés y potencial para la ingenieria de tejidos. Es un biopolimero extracelular
sintetizado por diversas especies bacterianas, principalmente Gluconacteobacter xylinus
(renombrada a Komagataeibacter xylinus). (Sousa et al., 2024). En esta tesis se utilizé la
subespecie Komagataeibacter sucrefermentans, caracteristica por la produccion de CB

altamente pura. Su sintesis inicia con la extrusion de subfibrillas elementales (~1.5 nm de
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diametro), las cuales se ensamblan en microfibrillas y posteriormente en una red
tridimensional de nanofibras (El-Gendi et al., 2022). Esta red se forma en la interfaz aire-
liquido debido al movimiento aleatorio de las bacterias durante su produccién. Se distingue
por su altisima pureza, elevada cristalinidad y una red tridimensional de nanofibras que
imitan la estructura de la ECM nativa. Estas propiedades confieren a la CB una excelente
capacidad de retencion de agua, alta resistencia mecanica y una biocompatibilidad
comprobada, aspectos fundamentales para su aplicacion en medicina regenerativa (Portela
et al. 2019; Keshk et al. 2020). A pesar de las ventajas mencionadas, la aplicacion clinica
de la CB enfrenta ciertos desafios que requieren de una investigacion exhaustiva. Entre
ellos, se destacan la necesidad de mejorar la integracion entre el scaffolds y el tejido
circundante, la personalizacion de sus propiedades mecanicas para aplicaciones
especificas y la optimizacidén de procesos de produccidén a gran escala que mantengan la
homogeneidad y funcionalidad del material. La resolucién de estos desafios es fundamental
para garantizar que los scaffolds basados en CB puedan transitar con éxito desde la

investigacion preclinica hasta aplicaciones terapéuticas en pacientes.

La aplicacion de la CB en el campo de la ingenieria de tejidos ha abarcado diversas areas,
desde la fabricacién de apédsitos para heridas hasta la creacién de scaffolds para la
regeneracion de tejidos blandos y duros. La capacidad de la CB para conformarse a
geometrias complejas y su potencial para ser combinada con otras moléculas bioactivas la
posicionan como una herramienta versatil en la regeneracion de tejidos especificos, como
en aplicaciones de ingenieria 6sea o cartilaginosa (Keshk et al. 2020). Varias estrategias
de ingenieria de tejidos han sido desarrolladas para fabricar scaffolds que replican la
estructura y topografia de la ECM muscular nativa. Estos enfoques se clasifican en tres
categorias principales: micropatronado, que incluye técnicas como la fotolitografia y la
litografia blanda, permitiendo la creacién de estructuras con patrones definidos que facilitan
la replicacion de la arquitectura natural de la ECM,; electrohilado, que produce nanofibras
alineadas que imitan las propiedades mecanicas y estructurales de la ECM, favoreciendo
la adhesion y proliferacion celular; y bioplotting, que utiliza impresoras 3D para depositar
biomateriales en patrones especificos, creando estructuras tridimensionales complejas que
emulan la ECM. La implementacion de estas estrategias no solo permite replicar la
topografia de la ECM muscular nativa, sino que también mejora significativamente la

eficacia en la guia de la regeneracion tisular, favoreciendo un entorno propicio para la
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adhesion, proliferacion y diferenciacién celular, aspectos clave para el éxito de las terapias

de ingenieria de tejidos.

Esta tesis doctoral examina en profundidad el potencial de la CB como biomaterial para la
ingenieria de tejidos. Se propone desarrollar scaffolds con nanofibras alineadas obtenidas
por la aplicacién de campos eléctricos in situ durante la biosintesis; para ello se emplea una
camara de microcrecimiento disefiada para controlar la orientacion fibrilar. Ademas, se
evalud la sinergia entre este tratamiento y uno posterior de traccién mecanica con el fin de
potenciar la alineacion y las propiedades mecanicas del andamiaje. EI comportamiento
biolégico de los scaffolds se investigd mediante cultivo de la linea celular C2C12,
analizando viabilidad, distribucion, morfologia y proliferacion celular hasta 72 horas. Los
resultados muestran que la alineacion de las nanofibras de CB potenciada por la traccion

mecanica orienta el crecimiento y la organizacion de las células musculares.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

21. Miogénesis

La miogénesis constituye el proceso bioldgico mediante el cual las células satélites (CS) se
activan, proliferan y diferencian para generar nuevas fibras musculares o reparar las ya
existentes. Este fendmeno tiene lugar tanto durante el desarrollo embrionario como en la
regeneracion postnatal y esta regulado de manera estricta por una red integrada de factores
de transcripcion y sefales moleculares (Schultz & McCormick, 1994). A nivel ontogenético,
la miogénesis primaria da lugar a las fibras musculares iniciales a partir de mioblastos
embrionarios, mientras que la miogénesis secundaria contribuye a la formacién de fibras

adicionales que integran la masa muscular definitiva (Parker et al., 2003).

En el plano molecular, la dinamica funcional de las CS esta controlada por los factores
Pax3/Pax7 y por los factores reguladores miogénicos (MRFs): Myf5, MyoD, miogenina
(MyoG) y MRF4 (Weintraub, 1993; Azzabi et al., 2013). Las células satélites en estado
quiescente expresan predominantemente Pax7 (y Myf5); tras su activacion se observa un
incremento en MyoD, que favorece la entrada en ciclo y la proliferacion celular. A partir de
este punto, una fraccion de las células conserva la expresion de Pax7 y retorna a un estado
de autorrenovacién, mientras que otras reprimen Pax7 y elevan la expresién de miogenina
y MRF4, lo que conduce a la diferenciacion, la fusién celular y la formacién de miotubos

que maduran en fibras musculares funcionales, como se muestra en la Figura 3 (Francetic
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& Li, 2015; Kuang et al., 2008). El equilibrio entre autorrenovacion y diferenciacion es critico
para la homeostasis del tejido muscular y para el mantenimiento del reservorio de células
madre en el musculo adulto. Dentro de este marco regulatorio, la miosina de cadena pesada
(MHC) adquiere un papel central como marcador tardio de diferenciacion y como
determinante funcional de la capacidad contractil de las fibras musculares. La expresion y
el ensamblaje de las isoformas de MHC constituyen la culminacion de la cascada
miogénica, reflejando la maduracién sarcomérica y la adquisicibn de propiedades
mecanicas y contractiles propias de los miotubos maduros (Pette & Staron, 2000). Por tanto,
la deteccion cuantitativa y morfolégica de MHC no sdélo confirma la entrada en etapas
tardias de diferenciacion, sino que permite inferir la restauracion de la maquinaria contractil
esencial para aplicaciones de ingenieria tisular y estudios funcionales traslacionales. La
linea celular murina C2C12 es uno de los modelos mas empleados para reproducir las
etapas de proliferacion, diferenciacion y maduracion miogénica (Burattini et al., 2004). En
condiciones proliferativas, las células C2C12 son mononucleadas y adoptan morfologias
estrelladas; la reduccidon del suero del medio de cultivo, o el alcance de la confluencia,
desencadena cambios transcripcionales caracteristicos: aumento de MyoD (etapa
temprana), posterior induccién de miogenina (etapa intermedia) y, finalmente, expresién de
marcadores tardios de diferenciacion como la MHC, asociados a la formacion y maduracion
de miotubos (Velica & Bunce, 2011; Pette & Staron, 2000).

A /,r/’;’ Proliferacion ’ Diterenciaccion / Fusion laduracion
o — ,—> —
S

Célula satelite Progenitor miogénico Miocito Miotubo Miofibra
B activada (mioblasto)

Max

MyoG

Figura 3. Progresion miogénica desde la activacion de células satélite. A) Etapas de
proliferacion, diferenciacion y fusion hasta llegar a la maduracién celular con la obtencion
de miofibras. B: Perfil de expresion de moduladores claves del proceso miogénico.
(Modificada de Schmidt et al., 2019).
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2.2, Lineas celulares

Los cultivos celulares, son fundamental en ingenieria de tejidos, ya que el crecimiento y
diferenciacion de la célula huésped dependen de los métodos de cultivos adecuados para
cada tipo celular a utilizar. Estos se utilizan para observar si el método de investigacion
tiene el efecto deseado sobre tejidos y células, ademas de comprender las razones de los

resultados obtenidos, para que luego puedan aplicarse en el futuro en nuevas tecnologias.

Se entiende por linea celular a un cultivo primario que ha sido sometido a subcultivo
sucesivo hasta estabilizarse. Por lo tanto, crece de forma indefinida adaptadas a
condiciones de laboratorio (Freshney, 2015). Una linea celular se define como una
poblacién de células capaces de crecer de forma indefinida en cultivo, derivadas de tejidos
especificos y adaptadas a condiciones de laboratorio En la Tabla 1, se presenta la
clasificaciéon de las cuatro categorias de células que se emplean con mayor frecuencia en

el estudio de musculo esquelético.

Tabla 1: Lineas celulares de origen musculo esquelético

Células Morfologia Origen Especie Edad Caracteristicas Cita
C2C12 Fibroblastoide = Musculo Raton Embrionario  Capacidad de (Morgan et
esquelético formar miotubos  al., 1992)
L6 Fibroblastoide = Musculo Rata Embrionario  Capacidad de (Richler &
esquelético formar miotubos  Yaffe,
1970)
Variable Musculo Humano/  Adulto Diferenciacion
Mioblastos (fusiforme/mio  esquelético Raton directa a (Li et al.,
primarios génica) miotubos; 2023)
fisiologia
cercana al tejido
nativo
Células Variable Células Humano  Adulto Potencial de (Li et al.,
madre (colonias somaticas diferenciacion 2023)
pluripotentes  epitelioides) reprogram hacia
inducidas adas mioblastos y
(iPSCs) miotubos;

modelo versatil

y ético
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En el estudio del musculo esquelético y la miogénesis, las lineas celulares son modelos
experimentales ampliamente utilizados para estudiar los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en estos procesos. La linea celular mas empleada en estudios de
regeneracion muscular es la C2C12, derivada de mioblastos de ratén (Yaffe & Saxel, 1977).
Estas células proliferan rapidamente y, bajo condiciones de suero reducido, se diferencian
en miotubos multinucleados, expresando marcadores miogénicos clave como MyoD,
miogenina y MHC (cadena pesada de miosina). Esto las convierte en un modelo ideal para
analizar la miogénesis, la respuesta a biomateriales y sefales bioquimicas, asi como para
evaluar estrategias de ingenieria de tejidos. Si bien las lineas celulares ofrecen ventajas
practicas, es importante considerar sus limitaciones. Al ser modelos inmortalizados, pueden
presentar diferencias respecto a las células primarias humanas, por lo que los resultados

deben ser validados en sistemas complementarios mas cercanos al entorno fisioldgico.

2.3. Masculo esquelético.

El masculo esquelético es un tejido contractil especializado cuya principal funcién es
generar movimiento voluntario y mantener la postura corporal. Esta compuesto por haces
de fibras musculares multinucleadas que se conectan mediante tendones a los huesos
(Astrand et al., 2010). Cada fibra muscular esta rodeada por tejido conjuntivo: el endomisio
envuelve cada fibra individual, el perimisio agrupa las fibras en fasciculos, y el epimisio
recubre el musculo en su conjunto, permitiendo su deslizamiento y proteccion estructural
(Junqueira & Carneiro, 2015). Las fibras musculares, también llamadas miocitos, son
células largas y multinucleadas con una alta especializacion estructural. En su interior
contienen miofibrillas organizadas en unidades repetitivas denominadas sarcomeros,
responsables de la contraccion. Cada sarcomero esta compuesto por filamentos de actina
y miosina, regulados por proteinas como la troponina y la tropomiosina. Ademas, el reticulo
sarcoplasmico actua como reservorio de calcio, mientras que los tubulos T permiten la
propagacion del potencial de accion hacia el interior de la fibra. La regeneracion del musculo
esquelético es posible gracias a un grupo de células madre musculares conocidas como
células satélites (CS), localizadas entre la lamina basal y el sarcolema de las fibras
musculares (Mauro, 1961). Estas células, normalmente quiescentes, se activan en

respuesta a dafo tisular y participan en la reparacion, crecimiento y mantenimiento del
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tejido muscular (Bischoff & Heintz, 1994; Frontera & Ochala, 2015). En la Figura 4, se puede

observar un esquema ilustrativo.
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Figura 4. Esquema ilustrativo de Iéiorganizééién del musculo esquelético. (Junqueira
& Carneiro, 2015)

2.4. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos fue un término acufado en 1998 por la Fundacién Nacional de
Ciencias, para definir “la aplicacién de principios y métodos de ingenieria y ciencias de la
vida hacia la comprensién fundamental de las relaciones estructura-funcion en tejidos de
mamiferos normales y patoldgicos y el desarrollo de sustitutos bioldgicos para restaurar,
mantener o mejorar la funcién del tejido” (O'Brien et al., 2011). La ingenieria de tejidos
involucra los principios de trasplante celular de la medicina clinica, y la bioingenieria que
engloba disciplinas como la ingenieria mecanica, ciencias de los materiales, y biotecnologia
para construir sustitutos bioldgicos que restauraran y mantendran la funciéon normal en los
tejidos enfermos y lesionados (Atala, 2004). Los pilares fundamentales de la ingenieria de
tejidos son las células, factores de crecimiento y biomateriales como scaffolds, también se
denomina triada de ingenieria de tejidos (Langer & Vacanti, 1993). Los scaffolds, (o
"andamio" en espanol) se refiere a una estructura de soporte que desempefian un papel
esencial al proporcionar un soporte estructural para la adhesion, proliferacion y
diferenciacion celular. Ademas, estos pueden modular sefiales bioquimicas y mecanicas

que favorecen la regeneracion del tejido muscular.
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2.5. Ingenieria de Tejidos en Musculo Esquelético

El musculo esquelético tiene la capacidad de regenerarse ante un dafo, por lesion y
enfermedades degenerativas. Sin embargo, luego de sufrir estas lesiones, la auto
regeneracion endoégena se ve gravemente afectada en condiciones de pérdida muscular

traumatica de volumen (Turner & Badylak, 2012; Cezar & Mooney, 2016).

En particular, en ingenieria de tejidos de musculo esquelético, los scaffolds influyen en la
fusidon de mioblastos y la formaciéon de miotubos, contribuyendo a la generacion de fibras
musculares funcionales. Lo que se traduce a un enfoque terapéutico prometedor para
disefar reemplazos de musculoesqueléticos especificos del paciente que pueden aumentar
la funcion muscular, estimular la regeneracién y mejorar la calidad de vida (Azzabi et al.,
2013). Sin embargo, muchos de los modelos actuales de scaffolds generan miofibras
desorganizadas, limitando su integracion con el tejido receptor y su capacidad de restaurar
su funcion muscular (Wolf et al., 2015). Para lograr una regeneracién muscular efectiva, es
crucial replicar la organizacion unidireccional de las miofibras, ya que esta alineaciéon
paralela es fundamental para una contracciéon eficiente del tejido nativo. Uno de los
principales desafios en esta area es crear microambientes que favorezcan esta alineacion
celular para obtener un tejido funcional. Se han propuesto el uso de scaffolds electroactivos
y materiales con propiedades mecanicas modulables como soluciones para mejorar la
orientacion y diferenciacion celular, permitiendo asi el desarrollo de fibras musculares mas

funcionales.

Se conoce desde hace tiempo que las nanoestructuras integradas en scaffolds facilitan la
liberacion dirigida de cargas en células y tejidos, permiten el acceso al compartimento
intracelular y modulan el comportamiento celular. Parametros topograficos condicionan de
manera determinante la respuesta biolégica mediante las interacciones entre la membrana
celular y el material y la consiguiente transduccién de sefiales intracelulares (Mardling et
al., 2020). Tales topografias pueden inducir una alineacion celular altamente orientada vy,
en ciertos casos, favorecer la penetracion espontanea de la membrana (Higgins et al.,
2020). Asimismo, la rigidez del sustrato constituye una sefial mecanica critica que regula la
adhesion, la proliferaciéon y la expresion génica en células musculares, lo que remarca la
necesidad de integrar sefales topograficas y mecanicas en el disefio de scaffolds para

aplicaciones en medicina regenerativa.
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2.6. Celulosa

La celulosa es un polisacarido lineal compuesto por unidades repetitivas de B-D-glucosa,
unidas mediante enlaces B(1—4)-glucosidicos. Su férmula molecular es (CsH10Os)n y su

estructura se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Estructura molecular de la celulosa. Elaboracién propia.

Es el biopolimero mas abundante en la naturaleza, y constituye la estructura primaria de la
pared celular en plantas, algas y algunos microorganismos. Su estructura cristalina y
altamente ordenada le confiere una gran resistencia mecanica, estabilidad quimica y
biodegradabilidad, lo que la convierte en un material clave en multiples aplicaciones

industriales y biomédicas (Sousa et al., 2024).

La celulosa se organiza en microfibrillas, las cuales presentan regiones cristalinas y
amorfas. Como se observa en la Figura 6. Su alto grado de polimerizacion y la formacion

de enlaces de hidrégeno entre cadenas le otorgan caracteristicas notables como:

- Alta resistencia mecanica: Especialmente en estado cristalino, con una resistencia
comparable a la de algunos polimeros sintéticos (Petersen & Gatenholm, 2011).

- Hidrofobicidad parcial: Aunque la celulosa tiene grupos hidroxilo (-OH), su estructura
impide la disolucién en agua, y puede retener grandes cantidades de humedad.

- Biodegradabilidad: Se degrada mediante enzimas especificas como la celulasa, lo
que la hace un material ecolégico y sostenible.

- Quimio-mecanizaciéon: Puede ser modificada quimicamente para mejorar sus

propiedades y aplicaciones (Carvalho et al., 2019).
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Figura 6. Estructura general de celulosa. Las cadenas se entrecruzan mediante enlaces
de hidrégeno para formar microfibrillas de celulosa (Horwath, 2007)

Existen tres fuentes principales de celulosa: i) vegetal, extraida de fuentes como algodon,
madera y cafiamo. Es la base de productos como papel, cartén y fibras textiles. ii) Algal y
Fungica. iii) Bacteriana (CB): Producida por microorganismos como Komagataeibacter
sucrofermentans, con una estructura mas pura y con potencial para aplicaciones en

ingenieria de tejidos y biomedicina (Wahid et al., 2021).

2.7. Celulosa bacteriana

La celulosa bacteriana (CB) es un biopolimero extracelular sintetizado por bacterias de
diferentes géneros como Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium y Sarcina (Ross et al.,
1991). Como resultado del movimiento aleatorio de estas bacterias, se produce una red
tridimensional de nano fibras de celulosa. La capacidad de unién al agua de estas nano
fibras es debido a su gran area superficial y alta concentracion de grupos hidroxilo hidréfilos,
por lo cual el material que se obtiene es similar a un hidrogel el contenido de agua es de
alrededor del 99% (Gelin et al., 2007; Sano et al., 2010). Las diferentes condiciones de
cultivo para la produccién de CB puede afectar su morfologia. Primeramente, se encuentran
los cultivos estaticos, donde la celulosa se forma como una pelicula hidratada, bajo este
procedimiento de cultivo se ha logrado un mayor rendimiento de produccion de este
biopolimero (Bungay & Serafica, 1999). Por otra parte, la CB obtenida en cultivos de
agitacion constante se forma como esferas en suspension, bajo esta modalidad las

bacterias pueden apagar su maquinaria genética para detener la produccion de CB.
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La CB es un material altamente versatil y puede fabricarse en distintos tamafios y formas.
Su potencial en ingenieria de tejidos se debe a sus propiedades intrinsecas, como
biocompatibilidad, biodegradabilidad, alta integridad mecanica, hidroexpansibilidad vy
elevada relacién superficie-volumen (Carvalho et al., 2019). Ademas, puede absorber y
retener otros polimeros, ocupando sus espacios vacios e interactuando con su red de
nanofibras, lo que permite su funcionalizacién para diversas aplicaciones biomédicas (Tang
et al,, 2022). A nivel molecular, las nanofibras de CB pueden alcanzar resistencias
mecanicas de 1.6-3.0 GPa, pero su alineacion a macroescala sigue siendo un desafio
tecnoldgico (Petersen & Gatenholm, 2011). Su estructura altamente porosa facilita la
adhesion y proliferacion celular, permitiendo su uso en la regeneracién de piel, hueso,
cartilago y tejidos blandos (Wahid et al., 2021).

2.8. Métodos de alineacion de nanofibras de celulosa bacteriana

La celulosa bacteriana (CB) es una red tridimensional de nanofibras, su estructura aleatoria,
aunque adecuada para muchas aplicaciones, puede representar una limitacion para
aquellas que requieren propiedades mecanicas especificas o direccionalidad estructural,
como en la ingenieria de tejidos. Por ello, se han desarrollado diversos métodos para inducir
la alineacion de las nanofibras de CB, lo cual mejora su resistencia, orientacion celular y
funcionalidad en aplicaciones biomédicas. Sin embargo, la estructura aleatoria de las
nanofibras de CB puede ser una limitante para aplicaciones que requieren propiedades
mecanicas especificas. Para superar esto, se han desarrollado métodos que controlan la
alineacion de las fibrillas, mejorando su resistencia y funcionalidad en dispositivos
biomédicos (Cetin et al., 2025, Bodea et al., 2019).

e Uso de sustratos microestructurados: Una de las estrategias mas efectivas consiste
en utilizar moldes o plantilas con microestructuras, como rejillas de
polidimetilsiloxano (PDMS), ubicadas en la interfaz aire-liquido del medio de cultivo.
Estas plantillas guian el crecimiento de la CB en una direccién preferencial, lo cual
resulta en una orientacion alineada de las nanofibras. Se ha demostrado que este
meétodo puede aumentar el médulo de Young y la resistencia a la traccion en mas
de un 250% respecto a CB convencional (Rahman & Netravali, 2016).

e Estiramiento mecanico post-sintesis: Una vez formada la pelicula de CB, se puede

someter a estiramiento mecanico controlado, lo cual realinea las nanofibras en la
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direccién del esfuerzo. Esta técnica mejora la orientacion estructural, aumentando

significativamente la rigidez y resistencia del material (Yao et al., 2017).

e Flujo direccional del medio de cultivo: Otra técnica consiste en generar un flujo

constante del medio de cultivo en una direccion especifica durante la biosintesis.

Este flujo orienta la secrecion de nanofibras por parte de las bacterias, resultando

en una red de CB alineada. La velocidad del flujo afecta directamente la cristalinidad

y la estabilidad térmica del material final (Luo et al., 2017).

2.9. Alineacion de nanofibras de celulosa bacteriana mediante la aplicacion de

campos eléctricos

El uso de campos eléctricos se ha consolidado como una estrategia efectiva para inducir la

orientacion de las nanofibras de CB durante su biosintesis por cepas de Komagataeibacter

sucrofermentans. Esta aproximacién busca

replicar la organizacion jerarquica y

anisotropica de tejidos bioldgicos, en los cuales la alineacion de fibras es fundamental para

alcanzar propiedades mecanicas especificas y favorecer la orientacion celular. Se presenta

un resumen en la Tabla 2, con la revisién bibliografica.

Tabla 2: Estudios publicados que utilizan campos eléctricos en la sintesis y alineacion de

CB.
Configuracion Condiciones
Referencia f del campo Principales hallazgos
experimental
. K. xylinus ensambla CB en
Sano et al. Mlcroele_ctrodc?s_de Alen 1-5V, CC (10— entornos micro y macro,
canal microfluidico (1 cm . ; . .
(2010) sugiriendo sintesis 3D de abajo
x 300 um). . .
hacia arriba.
K. xylinus se desplaza desde el
Sano et al. Qlearr:gg?sit(;ch\sl 32 \1/3%0 5-20V, cC anodo al catodo. Orientacion
(2013) precip (110-440 V/m). dependiente de la intensidad

mlL.

Liu et al. Electrodos de Pt de 2

(2016) mm separados 115 mm.

Luo etal. Configuracion no
(2017) especificada.

10 m4, CC (=50

CC, 10 mA (40

aplicada.

La sintesis de CB se promueve
en el catodo (12 h) e inhibe en el
anodo (6 h), probablemente por
cambios metabdlicos y estrés
acido.

Orientacion de fibras en
direccion del campo, con
aumento en resistencia a
traccion y estabilidad térmica.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis:

La aplicacion de un campo eléctrico durante la biosintesis in-situ de celulosa bacteriana por
Komagataeibacter sucrofermentans, inducira la formacion de un scaffold con nanofibras
orientadas. Posteriormente, al aplicar estiramiento mecanico controlado, se favorecera
sinérgicamente una orientacién aun mayor del scaffold, optimizandolo para aplicaciones en

cultivos celulares musculares.

Objetivo general:

Desarrollar un scaffold de nanofibras altamente orientadas de celulosa bacteriana por
Komagataeibacter sucrofermentans, a través la combinacién sinérgica de campo eléctrico

y estiramiento mecanico para cultivos de células musculares.

Objetivos especificos:

Obijetivo especifico 1: Disefiar una metodologia de produccién de CB por Komagataeibacter

sucrofermentans, bajo la aplicacién de campo eléctrico.

Objetivo especifico 2: Desarrollar un método de traccion mecanica para alinear nanofibras

de celulosa bacteriana.

Objetivo especifico 3: Estudiar el efecto sinérgico entre la electroestimulacién in-situ en la

biosintesis y la posterior traccién mecanica en la orientacion de las nanofibras.

Objetivo especifico 4: Evaluar la biocompatibilidad del scaffolds en un modelo in-vitro de

células musculares.
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4. MATERIALES Y METODOS

41. Disenhar una metodologia de producciéon de CB bajo la aplicacién de campo
eléctrico

4.1.1. Condiciones de cultivo Komagataeibacter sucrofermentans

Se utilizé la cepa Komagataeibacter sucrofermentans (BPR2001, DSM 15973, DSMZ,
Alemania), rehidratada segun las instrucciones del proveedor. La activacion inicial se realizé
en medio HS (Hestrin Schramm) (Hestrin & Schramm, 1954).

Protocolo de rehidratacion y activacion

La ampolla liofilizada se abrié asépticamente mediante fractura controlada bajo campana
de flujo laminar, anadiendo 2 gotas (40 uL) de agua estéril para facilitar la extraccion del
contenido con pinzas estériles. Se anadié 500 uL de medio HS al vial, dejandolo reposar
durante 30 minutos. Posteriormente, se mezclé suavemente el contenido y se inocularon
250 pL (concentracion inicial estimada: 10°-10° UFC /mL segun especificaciones DSMZ) en
5 mL de medio fresco, incubando en condiciones estaticas a 30 °C por 3 dias, en tubos
falcon de 15 mL. Los cultivos se incubaron en condiciones estaticas a 30 + 1°C durante 72

horas hasta la formacion visible de la pelicula de celulosa en la superficie del medio.
Escalado y mantenimiento de stocks

Los cultivos primarios se escalaron progresivamente de matrices Erlenmeyer de 25
mL previamente autoclavados (121°C, 20 min) con tapones de algodén envueltos en gasa
para permitir intercambio gaseoso mientras se previene contaminacion, posteriormente a
100 mLen frascos Erlenmeyer de 250 mL. Para el mantenimiento a largo plazo, se
prepararon stocks congelados mezclando 800 uL de cultivo bacteriano en fase exponencial
(DOgoo = 0.8-1.0) con 200 uL de glicerina estéril al 87% (concentracion final de glicerina:
15% v/v) en viales criogénicos estériles de 2 mL.Los viales se homogeneizaron
suavemente, se etiquetaron con fecha y se almacenaron a -80°C. Estos stocks mantuvieron
viabilidad por hasta 24 meses. Para reactivar los stocks, se descongel6 un vial a
temperatura ambiente y se sembré 100 uL por agotamiento en placas de agar HS, siguiendo
el mismo protocolo descrito anteriormente (incubacién 72h, 30°C), antes de transferir a
cultivo liquido. Los stocks de trabajo se consideraron viables cuando presentaron: (i)
formacion de pelicula de celulosa continua y translucida en <72 horas, (ii) ausencia de

turbidez o precipitados en el medio, (iii) pH estable entre 4.5 - 5.5, y (iv) ausencia de
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contaminacion verificada mediante tincién de Gram. Los stocks de trabajo se almacenaron
a 4°C por un maximo de 30 dias, realizando subcultivos cada 15 dias para mantener

viabilidad éptima.
Composicion del medio HS

El medio HS fue preparado con 20 g/L de glucosa (Merck), 5 g/L de extracto de levadura
(Merck), 5 g/L de proteosa-peptona (Sigma-Aldrich), 2,7 g/L de NaH,PO4 (Merck) y 1,15
g/L de &cido citrico (Sigma-Aldrich) en agua destilada. El pH fue ajustado a 5,5 usando
NaOH (Winkler) y se autoclavé a 121°C por 20 minutos. Para medio sélido, se afiadieron 15
g/L de agar bacteriolégico (Merck) antes del ajuste de pH. Ambos medios se autoclavaron
a 121°C durante 20 minutos y se enfriaron a temperatura ambiente antes del uso. Las
placas se vertieron asépticamente (25 mL por placa de 90 mm) y se secaron en campana

de flujo laminar durante 30 minutos.
Cinética de crecimiento

Se generd una curva de crecimiento midiendo la absorbancia 600 nm cada hora durante 72
horas, utilizando tres cultivos independientes de 100 mL como réplicas bioldgicas. Las
mediciones se realizaron en espectrofotometro UV-Vis calibrado, utilizando como blanco
una alicuota de medio HS estéril. La DO inicial se estandarizé a 0.05 para asegurar

reproducibilidad entre experimentos.

Analisis cinético

El crecimiento bacteriano se modelé mediante la ecuacién exponencial:
Ecuacion1. Y = YOE™

en donde

e Y corresponde a los valores de densidad 6ptica determinados a 600 nm de los cultivos
de Komagataeibacter.sucrofermentans

e X corresponde al tiempo (horas)

e YO es el valor de densidad 6ptica en el cual x = 0.

e 1 representa la tasa de crecimiento especifico de la bacteria, parametro a partir del cual

se obtiene el tiempo de duplicacién (td)

El tiempo de duplicacién se calcula aplicando la siguiente ecuacion:
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_In(2)
n

Ecuacion 2. td

Para el célculo de p se utilizaron exclusivamente los datos de la fase exponencial,
identificada por la linealidad de In(DOgg0) Vs tiempo con coeficiente de determinacion R? =
0.95. Los pardametros cinéticos se determinaron mediante regresién lineal de los puntos

experimentales en escala semilogaritmica.

4.1.2. Diseno de camara micro crecimiento: simulaciones de campo eléctrico

Para garantizar la generacion de un campo eléctrico homogéneo, se realizaron
simulaciones utilizando el software Wolfram Mathematica, (14.1, Champaign, IL 2025) con
el objetivo de evaluar la intensidad y direccionalidad de las lineas de campo eléctrico. Se
evaluaron sistematicamente cuatro configuraciones geométricas mediante simulaciones de
elementos finitos, variando las dimensiones de la microcamara y el area de los electrodos
hasta obtener la configuracion que minimizara la heterogeneidad del campo eléctrico,
asegurando una distribucion uniforme para inducir una alineacién controlada en las

nanofibras de CB.
Fuerza eléctrica

La fuerza eléctrica F ejercida sobre una particula cargada en un campo eléctrico uniforme

se describe mediante la ecuacion:

Ecuacion 3. F =qE

o F es lafuerza ejercida sobre la particula (N),
e g es la carga eléctrica de la particula (C),

e E eslaintensidad del campo eléctrico (V/cm).

Campo eléctrico uniforme

Para obtener un campo uniforme, se aplicd un potencial eléctrico V' entre dos placas
paralelas separadas por una distancia d, obteniendo la intensidad del campo mediante la

relacion, donde:
. |4
Ecuacion 4. E = "

e E eslaintensidad del campo eléctrico (V/cm),
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e 1 es la diferencia de potencial aplicada entre las placas (V)

e d es la distancia entre placas (cm).

4.1.3. Seleccion de dimensiones

En esta etapa se definieron las dimensiones 6ptimas del sistema con el fin de asegurar un
campo eléctrico uniforme y una distribucion homogénea del biopolimero (CB) dentro de la
microcamara de cultivo. Se considerd un area suficiente que permitiera la adecuada
exposicion al campo eléctrico. Por otro lado, la seleccion de las dimensiones de los
electrodos y su disposicion relativa se realizé en funcidon de las dimensiones de la
microcamara de cultivo, que considera una separacion adecuada que permite reducir
gradientes locales y obtener una mayor uniformidad en la region central de exposicién. Se
validé la geometria del sistema elegido mediante el analisis del tensor de gradiente del
campo eléctrico explicado, lo que permitié confirmar la homogeneidad espacial del campo
en la zona de interés. Para evaluar la uniformidad y orientacién del campo eléctrico
generado en la microcamara de cultivo, se calculd el tensor de gradiente del campo eléctrico
(VE), definido como la matriz de derivadas parciales de cada componente del campo
respecto a cada coordenada espacial. Este tensor permite cuantificar como varia
localmente la intensidad y direccion del campo eléctrico en funcién de la geometria de

exposicion, proporcionando informacién clave sobre la homogeneidad y la presencia de
gradientes significativos. Los elementos diagonales (%,'?—yy,%) indican los cambios
longitudinales en cada direccién, mientras que los términos fuera de la diagonal representan
acoplamientos o variaciones transversales. La validacién geométrica del sistema de
exposicion se sustenta en estudios previos que han aplicado el analisis del tensor de
gradiente eléctrico para determinar la direccion y magnitud de los campos en sistemas
experimentales, confirmando su utilidad para correlacionar la geometria de los electrodos

con la distribucién resultante del campo eléctrico (Szymanski, 2018).

Ecuacion 5.
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0Ex OEx OEx

dx dy 0z
JEy O0Ey OE
VE = y y y
Jdx Jdy 0z
0Ez O0Ez OEz
dx dy 0z

Donde:

e Ex,Ey.Ez son componentes del campo eléctrico en las direcciones

X, v, z, respectivamente.

dEi . . .
. a—jl Identifica cada elemento del tensor, indicando como cambia cada componente

del campo respecto a su coordenada espacial.

4.1.4. Seleccién y validacion de materiales para electrodos

En el disefo del sistema de estimulacion eléctrica (microcamara de cultivo) para la
biosintesis orientada de CB, la seleccién del material de los electrodos constituye un
aspecto critico, dado su impacto en la estabilidad electroquimica del sistema y en la
integridad del medio biolégico. Los electrodos debian cumplir con dos criterios
fundamentales: (i) alta conductividad eléctrica para asegurar una transmisién eficiente del
campo, y (ii) resistencia a la corrosion en medios acuosos y biolégicos. Adicionalmente, se
considerd como requisito que fueran quimicamente inertes bajo las condiciones de cultivo,
evitando la liberacion de iones o compuestos que pudieran comprometer la viabilidad
bacteriana o alterar la calidad del biopolimero producido. Estos criterios son consistentes
con lo reportado en la literatura, donde materiales han sido empleados por su estabilidad y

baja reactividad en sistemas de bioestimulacion y cultivo celular

La validacién de los materiales seleccionados se llevo a cabo mediante un protocolo en dos

etapas:

- Ensayo en agua desionizada: Se probaron los electrodos en agua y se aplicaron las
condiciones eléctricas previstas (potencial y campo eléctrico). Se monitorearon
variables como signos de corrosién, cambio de color del medio de cultivo o

alteraciones visuales en la superficie del electrodo. Sélo aquellos electrodos que no
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presentaron reacciones adversas o alteraciones se consideraron aptos para la
siguiente etapa.

- Prueba en medio de cultivo: Verificar la compatibilidad y estabilidad de los
electrodos en condiciones mas complejas, propias del entorno biolégico. Los
electrodos se introdujeron en el medio de cultivo HS. Se evaluaron los mismos
parametros que en la prueba anterior, con especial atencion a la posibilidad de que
se liberen iones o compuestos que pudieran afectar el crecimiento bacteriano o la
calidad de la celulosa. Se corroboré que la aplicacion del campo eléctrico se
realizara de manera uniforme y sin inducir reacciones quimicas no deseadas en el

medio.

4.1.5. Sistema de aplicaciéon de campo eléctrico

La microcamara se disend mediante CAD (Autodesk Inventor 2023) con tolerancias de +
0.1 mm, fabricandose por estereolitografia en resina High Temp (Formlabs Clear Resin V4)
con resolucion de capade 25 um. El curado térmico post-impresién siguié el protocolo del
fabricante: rampa de calentamiento de 2°C/min hasta 160°C, mantenimiento isotérmico
durante 3 horas, y enfriamiento controlado a 1°C/min. Como electrodos se emplearon
placas de grafito, seleccionadas a partir del proceso descrito en la seccion 4.1.4 Seleccién
y validacion de materiales para electrodos, donde se determind su idoneidad frente a la
corrosion, la inercia quimica y la compatibilidad con el medio de cultivo. Estos electrodos
fueron conectados a una fuente de poder continua (INSTEK CFG821), configurada para
entregar los potenciales requeridos en los ensayos. Antes de cada aplicacion del campo
eléctrico, la camara fue desinfectada rigurosamente mediante enjuagues con etanol al 70%
y agua desionizada estéril, garantizando condiciones asépticas durante el proceso
experimental. Las dimensiones finales de la camara y la seleccién de los materiales se
definieron a partir de simulaciones computacionales orientadas a garantizar la

homogeneidad del campo eléctrico, las cuales se presentan en la seccidn de Resultados.

4.1.6. Condiciones de campo eléctrico

En condiciones asépticas, se inocularon 7 mL de stock de 72 horas (DOgoo = 0.1 ABS) en
70 mL de medio HS estéril. La conductividad eléctrica se verific6 mediante conductimetro
calibrado (Hanna HI-2300) registrando 7.5 mS/cm a temperatura ambiente. EI campo

eléctrico se aplicd en un rango de 0.1 V/cmy 1 V/cm, de forma continua durante 72 horas
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con estabilidad de voltaje, mediante una fuente de poder corriente continua, siguiendo el
método descrito por Sano et al. (2010). Al finalizar la biosintesis de celulosa bacteriana bajo
la aplicacién del campo eléctrico, se procedid a medir el pH del medio de cultivo utilizando

un pHmetro calibrado previamente con soluciones buffer estandar (pH 4.0 y 7.0).

Seleccion de dimensiones

A
Seleccion y validacion de materiales

| : para electrodos
¢ Ensayo en agua desionizada

e Prueba en medio de cultivo

A 4

Sistema de aplicacion de campo eléctrico Condiciones de campo eléctrico
® B 7mLdeinoculo ] 01ABS
' D Medio HSpH5,5  01-1V/cm
_ 01-1V/cm

Figura 7. Esquema resumen de metodologia de produccién de CB bajo la
aplicacion de campo eléctrico.

4.1.7. Purificacién, secado y cortado de las muestras

Las membranas de CB se purificaron mediante inmersion en 30 mL de NaOH 0.1 M durante
24 horas a temperatura ambiente bajo agitacion suave (60 rpm). Posteriormente, se
realizaron lavados de agua destilada estéril de 5 a 7 ciclos hasta alcanzar pH 7.0, verificado
mediante pHmetro. Esto fue acompanado de un tratamiento UV por 30 minutos. Luego se
sometieron a un secado por conveccioén en la estufa por 24 horas a 30°C. Para su uso como
scaffolds fueron cortadas con un sacabocado de 1 cm?. Luego fueron guardadas en placas

Petri selladas con Parafilm en agua desionizada. La Figura 8, describe el proceso
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Proceso de obtencion de scaffolds
]
Ro (o)
OQ ﬂ ZZTTIXSN
= S, &
= @ @ \—/
Purificacion con NaOH Secado de CB Cortado de CB Almacenamiento

Figura 8. Proceso de obtencién de scaffolds de CB. Purificacion alcalina con NaOH y
lavados hasta neutralidad; secado controlado de la [amina de CB en estufa, corte en discos
y almacenamiento estéril en placa Petri con agua desionizada.

4.1.8. Determinacioén y cuantificaciéon de lipopolisacaridos (LPS) presente en CB.

La cuantificacién de endotoxinas se realizé mediante el ensayo endotoxinas por gelificacion
LAL gel-clot (PharmaOnco™ Kit I0-HMM27, sensibilidad: 0.125 EU/mL) siguiendo la norma
USP <85>. Ensayo basado en la activacion del lisado de amebocitos de Limulus (LAL) en
presencia de endotoxinas (Hurley, 1995). Las muestras de CB se cortaron de un tamafio 1
cm? manipuladas bajo condiciones estériles en tubos de vidrio certificados como libres de
endotoxinas. Cada muestra se incubé con 100 pL de agua libre de endotoxinas (ALE) y
reactivo LAL. El procedimiento consisti6 en someter las muestras a una preincubacion a
100 °C durante 5 minutos en termobloque, con el fin de desnaturalizar posibles interferentes.
Posteriormente, tras el enfriamiento, se adicionaron 100 uL de agua libre de endotoxinas
(ALE) y el reactivo LAL, seguido de una incubacion a 37 °C durante 60 minutos. Finalmente,
las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 15 minutos y se realizo la
lectura visual, considerando como resultado positivo (+) la formacién de un gel cohesivo al
invertir el tubo, y como resultado negativo (-) la ausencia de gelificacion (Figura 9).
Adicionalmente, se evalud un tratamiento con polimixina B (100 pg/mL, 30 min, 37 °C),
antibiotico capaz de neutralizar endotoxinas. Se analizaron diluciones seriadas (1:1, 1:2 y

1:4) para determinar el punto final de deteccion.
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Interpretacion de resultados

(+)
Invertir 180° el tubo. La lectura de
resultado es:
1) Si es un gel coherente (+) T
presencia de endotoxina. (_)
2) Si el contenido fluye (-) no hay )
presencia de lipopolisacaridos. ; ),

Figura 9. Interpretacion GEL CLOT. (+) resultado positivo, (-) resultado negativo.

La concentracion de endotoxinas se calcul6 usando la siguiente relacion:

Ecuacién 6. Endotoxina (%) = x A X dilucién punto final

Donde A corresponde a la sensibilidad del reactivo LAL (0.125 EU - mL™* en este caso).

Este analisis permitié estimar de forma cualitativa y semi-cuantitativa los niveles residuales
de endotoxinas presentes en las muestras de CB, sirviendo como base para validar los

protocolos de purificacion y asegurar la inocuidad del biomaterial.

4.2. Desarrollar un método de tracciéon mecanica para alinear nanofibras CB

4.2.1. Ensayos de traccion en scaffolds de CB

El objetivo de este ensayo fue caracterizar la respuesta de la CB a los ciclos de estiramiento,
con el fin de estandarizar los parametros de traccidon que serian aplicados en estudios
posteriores con tratamientos de campo eléctrico y traccién mecanica. Las muestras de CB
se recortaron en dimensiones de 15 mm x 60 mm, manteniéndose hidratadas en agua

destilada hasta el momento del ensayo.
4.2.2. Configuracion del ensayo de traccion

El estiramiento se realiz6 mediante un sistema de traccion, equipado con celdas de carga
de 0.1 N de precision y mordazas recubiertas en goma para evitar el deslizamiento de las
muestras. La velocidad de cruceta se fijo en 2 mm - min™, con una distancia inicial entre
mordazas de 22 mm, las pruebas se ejecutaron a temperatura ambiente. Para establecer

una linea base en el comportamiento mecanico de los scaffolds, se realizaron ensayos de
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traccion sobre un grupo control sin aplicacion de campo eléctrico. Las muestras fueron

sometidas a 5, 15y 30 ciclos (5 C, 15 C, 30 C) de estiramiento uniaxial.

4.2.3. Determinacion del médulo de Young

El médulo de Young fue determinado a partir de datos experimentales obtenidos en
ensayos de traccién uniaxial. Para cada muestra, se registraron los valores de fuerza
aplicada (en newtons) y la elongacién correspondiente (en milimetros). El resumen del

proceso se observa en la Figura 10.
Calculo del area transversal

Las muestras fueron cortadas con dimensiones conocidas, registrando su longitud inicial
(Lo), ancho (b) y espesor (h) en tres puntos diferentes promediando los valores para una

estimacion precisa de la seccion transversal. El area transversal (A) se calcul6 como
Ecuacion 7. A=bx*h

Donde A es el area transversal (mm?), b es el ancho (mm)y h el espesor (mm)

Calculo de deformacién unitaria y esfuerzo
A partir de los datos experimentales se calcularon los siguientes parametros:

La deformacion unitaria (strain)

Ecuacion 8. €= =

Donde

e £&: esladeformacion unitaria (adimensional),
e AL: elongacion medida durante el ensayo (mm)

e L,: Longitud inicial de la muestra (mm)

El esfuerzo stress

Ecuacion 9. o=

N
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Donde

e o: esfuerzo N/'mm? o Mpa
e F:fuerza aplicada (N)

e A: area transversal calculada (mm?)

Calculo del médulo de Young

Se selecciond la region inicial del ensayo correspondiente al comportamiento elastico lineal
(usualmente para deformaciones menores al 2%) Se aplicoé un ajuste lineal por regresién a
los datos seleccionados. La pendiente de la recta resultante corresponde al médulo de

Young (E) del material:

_do

Ecuacion 10. E = s

e F eselmddulo de Young (N/mm? o MPa).

Ensayo de traccién y calculo de Médulo de Young

A=b-h
AL -
E= T » Regresion lineal
0 5 Region d
_ F CZL elastica E = ao
o= S| <% de

Ciclos de traccion

1515 30 £ (mm/mm)

Figura 10. Imagen resumen. Ensayo de traccion y determinaciéon del médulo de
Young en CB. Elaboracién propia.

4.3. Estudiar el efecto sinérgico entre la electroestimulacion y la traccion mecanica
para la produccion de un scaffolds de nanofibras de CB.

4.3.1. Estudio del alineamiento de las nanofibras a través de microscopia electrénica
de barrido (SEM)

La estructura fibrilar se caracterizd mediante microscopia electronica de barrido Carl Zeiss
SEM (EVO MA 10, Alemania), operando a 15 kV, corriente de haz de 100 pA y distancia de

39



trabajo de 8.5 mm. Todas las muestras de CB con sus respectivos tratamientos se secaron
por48 h a 30 °C y, posteriormente, se recubrieron con oro mediante pulverizacién catddica
(capa de ~5 nm de espesor sobre la superficie de la muestra) mediante un pulverizador
catdédico de magnetron de diodo (SPI Sputter Coater modelo 12161, EE. UU.). Se
analizaron 10 campos aleatorios por muestra a diferentes magnificaciones. El diametro
promedio de la fibra, el angulo entre las nanofibras y la direccién de estiramiento se
determinaron a partir de diferentes imagenes de SEM utilizando la herramienta de angulo
del software Imaged 1.40 G (NIH, EE. UU.). El rango de alineacién posible estaba entre

-90° y 90°. Un valor de 0° indica una alineacion perfecta

4.3.2. Analisis de orientacioén de fibra

El analisis cuantitativo de orientacion fibrilar se realizé mediante el plugin OrientationJ
v2.0.5 (EPFL) en ImageJ/FIJI v1.53 (Rezakhaniha et al., 2012). Se procesaron imagenes
de 2048 x 2048 pixeles, aplicando ventana gaussiana local (o = 1 px) para evaluar el tensor
de estructura. Se analizaron minimo 200 fibras por muestra. Desde el complemento, se
utilizaron los modos "Distribucion" y "Direccion dominante" para analizar imagenes.
Orientaciénd también se utilizé para obtener frecuencias maximas de la distribucion de
angulos para evaluar la coherencia de la orientacién en varias técnicas de imagen

(Ecuacion 11).

Ecuacion 11. C = %Z{;l 2 (cos2 «)—1
Donde

e C: representa la coherencia de la orientacion (valor entre 0 y 1)
e «: es el angulo promedio de la fibra.

e n: es el numero total de fibras analizadas

La coherencia varia de 0 a 1, donde O representa una imagen isotropica sin ninguna

orientacion preferencial y 1 representa una imagen de distribucion perfectamente alineada.
Interpretacion de resultados

Coherencia > 0.7: Alineacion excelente. 0.5 < Coherencia < 0.7: Alineacién buena 0.25 <

Coherencia < 0.5: Alineacién moderada. Coherencia < 0.25: Sin orientacion preferencial
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4.3.3. Estudio de morfologia de las nanofibras mediante microscopia de fuerza
atéomica (AFM)
La evaluacion cualitativa de la morfologia del soporte nanoestructurado se llevé a cabo
usando Flex AFM (Nanosurf Inc., Basilea, Suiza). se utilizaron chips qp-BioAC de
NanoSensors (Watsonville, CA, EE. UU.), los cuales cuentan con tres voladizos con
constantes elasticas y dimensiones distintas, lo que permitié seleccionar el mas adecuado
segun la naturaleza de la muestra. Cada voladizo posee un radio de punta aproximado de
10 nm, proporcionando alta resolucibn en la caracterizacion de superficies
nanoestructuradas. Ademas, incorporan un recubrimiento Unigprobe que consiste en una
capa reflectante de oro, que mejora la sensibilidad en la deteccion del laser y garantiza una
mayor estabilidad del voladizo durante las mediciones. Las muestras son analizadas
usando el modo contacto con vigas de silicio con constante nominal de resorte de 6 N/m y
una frecuencia de resonancia de 1500 kHz, velocidad de barrido 0.5-1.0 Hz, con un area
de barrido 5 x 5 ymhasta 50 x 50 um (Cortes et al., 2020). La Figura 11, muestra la
secuencia de procesos y técnicas utilizadas para observar y cuantificar la alineacién de las
nanofibras, integrando los resultados de SEM y AFM para una caracterizacién completa de

la morfologia fibrilar

Microscopia SEM

Modo' contacto

Figura 11. Caracterizacion morfolégica de scaffolds de celulosa bacteriana. La
microscopia electronica de barrido (SEM) se utilizé para analizar la microestructura
superficial y realizar el analisis de orientaciéon de las nanofibras mediante el software
Orientationd (ImageJ). La microscopia de fuerza atdémica (AFM), en modo contacto, permitié
evaluar la nanoestructura y topografia del material con resolucion nanométrica.
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4.3.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR)

Se utilizé la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Perkin Elmer Spectrum

Two, EE. UU.) para comprobar que la estructura de celulosa no fuera afectada en la

alineacion de las nanofibras.

Preparacioén de las muestras

Antes de la adquisicion de los espectros, las muestras se secaron durante 48 h a 30 °C
utilizando un incubador refrigerado (Velp Scientifica, modelo FOC225E, Italia). con el fin de
eliminar la humedad residual y asegurar la reproducibilidad de la senal.

Parametros de adquisicion

Las mediciones se realizaron con 16 escaneos por espectro, una resolucion espectral de 4
cm™ fuerza aplicada de 40 N (presion constante) y un rango de nimero de onda de 500—
4000 cm™, condiciones estandar que permiten obtener una adecuada relacién senal/ruido
y precisién en la identificacién de bandas caracteristicas. Cada muestra fue analizada por
triplicado en diferentes puntos de la superficie para considerar la posible variabilidad
espacial y confirmar la consistencia espectral. Los espectros obtenidos presentaron alta

similitud entre réplicas, lo que respalda la precision y confiabilidad del método.

4.3.5. Determinacion del indice de Cristalinidad mediante ATR-FTIR

El indice de cristalinidad (IC) se estimé a partir de los resultados obtenidos por
espectroscopia ATR-FTIR. Este parametro permite evaluar de manera indirecta el grado de
orden estructural entre las regiones cristalinas y amorfas del biopolimero (Nelson &
O’Connor, 1964; Sun et al., 2004).

Bandas caracteristicas analizadas
Para su determinacién se consideraron dos bandas caracteristicas de la celulosa.
e 1429 cm™: atribuida a la vibracién de deformacién del grupo CH, en regiones
cristalinas.
e 895 cm™: atribuida a la vibracion C—-O-C de tipo B-glucdsido, asociada a regiones

amorfas.

.y A
Ecuacion 12. IC =—22
Agogs
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Donde:
e IC: indice de cristalinidad (sin dimensiones)
e Aj49: Intensidad (o absorbancia) de la banda a 1429 cm™.

e Agys: Intensidad de la banda a 895 cm™.

El procesamiento de los espectros ATR-FTIR se realizé siguiendo un protocolo
estandarizado que incluyé la correccion automatica de la linea base en el rango espectral
de 500-4000 cm™ para eliminar interferencias del fondo. Posteriormente, todas las
intensidades espectrales se normalizaron respecto a la banda de mayor intensidad para
permitir comparaciones cuantitativas entre muestras. La medicion de los picos
caracteristicos se realizd determinando la altura maxima de cada banda de interés,
asegurando la reproducibilidad mediante un minimo de tres mediciones por muestra en
diferentes puntos de la superficie. Finalmente, se calculé el indice de cristalinidad promedio
junto con su desviacidon estandar correspondiente, proporcionando una medida

estadisticamente robusta del grado de cristalinidad de cada tratamiento evaluado.

4.3.6. Isotermas de sorciéon de agua

Las isotermas de sorcion de agua de los diferentes tratamientos de nanofibras alineadas
de CB, utilizando el analizador dinamico de sorciéon de vapor (DVS) (Intrinsic, Surface
Measurement Systems). Las mediciones de sorcion de agua se realizaron manteniendo una
temperatura constante de 20°C durante todo el proceso experimental. El analisis cubrié un
amplio rango de humedad relativa (HR) desde 0 hasta 95% HR, aplicando incrementos
graduales de 10% por paso para asegurar una caracterizacion completa del
comportamiento de sorcién. En cada nivel de humedad relativa, se permitié que las
muestras alcanzaran el equilibrio termodinamico, definido como el punto donde la variacién
de masa fuera inferior al 0.01% por hora, garantizando mediciones estables y reproducibles.
Todo el proceso se desarrollé bajo una atmadsfera controlada de nitrogeno de alta pureza
(99.99%) para prevenir interferencias atmosféricas y asegurar la precisiéon de las
mediciones gravimétricas. Cada muestra se secd por conveccidon previamente hasta
obtener la masa seca constante (Xo) La masa inicial de las muestras estuvo en el rango de
10 — 15 mg.. Posteriormente, se estableci6 una presion parcial de vapor (p) en el equipo, y

la masa de la muestra (m1) fue registrada en funcién del tiempo.
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Modelo de ajuste GAB

Para ajustar los valores experimentales del contenido de humedad en equilibrio (CHE), se
utilizé el modelo GAB (Guggenheim, Anderson y de Boer), ampliamente aplicado en
sistemas biopoliméricos por su capacidad para describir tanto la adsorcion en monocapa

como en multicapa (Van den Berg & Bruin, 1981).

X0xCxK

Ecuacion 13. CHE = e DK

e Contenido de humedad en equilibrio (g agua/g sélido seco)

e Xo: Contenido de humedad de la monocapa (g agua/g sdlido seco)

e (: Constate de Guggenheim, caracteristica del producto y relacionada con el calor
de adsorcion de la monocapa.

¢ K: Constante relacionada con el calor de adsorcion de multicapa.

e aw: Actividad de agua.

FTIR-ATR
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Figura 12. Esquema de caracterizacion fisicoquimica de scaffolds de CB. e incluyen
los analisis por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier en modo de
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), utilizados para calcular el indice de cristalinidad, y
las isotermas de sorcion de agua, empleadas para determinar la capacidad de absorcion y
la interaccion del material con la humedad ambiental. Elaboracion propia.
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4.3.7. Evaluacion de interaccion entre factores

Para evaluar el efecto combinado de la intensidad de campo eléctrico y los ciclos de traccién
sobre las propiedades de las muestras, se diseid un experimento utilizando un disefo
factorial 32 (Montgomery, 2017) Nueve combinaciones de condiciones fueron evaluadas.
Cada muestra se sometié a una combinacién especifica de intensidad de campo eléctrico
y ciclos de traccion, permitiendo analizar tanto los efectos individuales como la interaccion
entre ambos factores en las propiedades evaluadas. El estudio de las combinaciones entre
factores permite predecir comportamientos e impactos relacionados sobre las variables

evaluadas.
Ecuacion 14. ¢ = aV + bE + c(V * E) + dV? + cE?

e ©: variable de respuesta.
e V:intensidad del campo eléctrico (V/cm).
e E: numero de ciclos de traccion.

e q,b,c,d coeficientes del modelo.

4.4. Evaluar la biocompatibilidad del scaffolds en un modelo in-vitro de células
musculares.

4.4.1. Condiciones de cultivo de células musculares

La linea celular de mioblastos de ratén (Mus musculus) C2C12 (ACC 565) se adquiridé en
European Collection Cell Cultures (ECACC), suministrada por el laboratorio de Ingenieria
de Tejidos de la Universidad Federico Santa Maria. Las células se cultivaron en frascos de
cultivo T-75 ¢cm? en condiciones estandar (37°C y 5% de CO; en una atmosfera humidificada
al 95%) usando DMEM (High glucose) como medio de cultivo celular, suplementado con
suero bovino fetal al 10%, L -glutamina (2 mM) y 1% antibiéticos (100 U/mL de penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina) (Enrione et al., 2017). Las cuales se sub cultivaran cada 72
horas al alcanzar 80% de confluencia para mantener su estado proliferativo 6ptimo. El
procedimiento de subcultivo incluyd lavados con PBS estéril precalentado, tripsinizaciéon
con tripsina-EDTA 0.25% durante 3-5 minutos a 37°C, neutralizacion con medio completo
y reposicion con dilucion 1:10 para mantener la densidad de poblacion original, verificando

una viabilidad celular superior al 95% mediante exclusién con azul de tripano.
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4.4.2. Ensayo de citotoxicidad in-vitro

El ensayo de citotoxicidad se realizé utilizando la prueba WST-1 (4-[3-(4-yodofenil)-2-(4-
nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3 disulfonato de benceno) el cual genera un producto de sal
insoluble de color purpura (formazan). Este método permite evaluar la actividad metabdlica
de las células, ya que las sales de tetrazolio solubles en agua son reducidas a formazan
unicamente en presencia de células metabolicamente activas (Berridge, 2005). El WST-1
es un ensayo colorimétrico en el cual la cantidad de formazan producido se cuantifica

mediante espectrofotometria.

La prueba se efectué de manera indirecta siguiendo la norma ISO 10993-5 para ensayos
de citotoxicidad in-vitro, en la que las muestras se consideran citotoxicas si la viabilidad
celular disminuye al 70% o menos en comparacion con el control negativo. Este método
indirecto se basa en el uso de medio condicionado, evitando el contacto directo entre las
células y los scaffolds, o que permite evaluar unicamente los efectos de los productos
solubles liberados por el material. Para evaluar la citotoxicidad de los scaffolds, estos se
cortaron en fragmentos de 1 x 1 cm? y se colocaron en placas de cultivo de 24 pocillos con
medio completo (DMEM suplementado con 10% SBF, 1% antibiéticos y 1% L-glutamina)
durante 24 horas. Posteriormente, el medio condicionado por el contacto con los scaffolds
se utilizé para el crecimiento de células C2C12, sembradas a una densidad de 5 x 10°
células. El efecto citotéxico se evalud a las 24 y 48 horas de cultivo mediante la adicion del
reactivo WST-1, incubando las placas durante 1 hora a 37°C, y midiendo midiendo la
absorbancia a 460 nm. Este proceso de acondicionamiento permiti6 que cualquier
compuesto soluble presente en los scaffolds se liberara al medio de cultivo, generando asi
el medio condicionado que posteriormente se utilizé para los ensayos celulares. En la
Figura 13, se puede observar un esquema de trabajo utilizado. Como control negativo se
emplearon células cultivadas con medio fresco (24 h en incubadora) sin contacto con los
scaffolds, y como blanco, medio fresco (24 h en incubadora) sin células ni adicion del
reactivo WST-1. El calculo de la citotoxicidad se realizé utilizando la siguiente formula:

= (DOm —DOb)

Ecuacion 15. % Viabilidad
(DOc—-DOb)

e DOm= Densidad éptica muestra
e DOb= Densidad 6ptica blanco

e DOc= Densidad 6ptica control
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Figura 13. Flujo experimental para evaluar la biocompatibilidad in-vitro de scaffolds
de celulosa bacteriana con mioblastos C2C12. El esquema muestra la incubacion de los
scaffolds en medio completo durante 24 horas para generar medio condicionado, la
posterior exposicion de células C2C12 a dicho medio, y la cuantificacién de la viabilidad
celular mediante el ensayo WST-1, que mide la actividad metabdlica por la reduccion de
sales de tetrazolio a formazan. Elaboracion propia.

4.4.3. Evaluacion morfologia celular

Para la evaluacion de la morfologia celular, se sembraron sobre los scaffolds de celulosa
las células C2C12 a una densidad de 2,5x10° células por cm?. Las células se dejaron
proliferar por 3 dias, donde luego el medio de proliferacion se cambié por medio de
diferenciacion. Se realizé doble tincion fluorescente utilizando Hoechst 33342 (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific) para tincion nuclear y rodamina faloidina (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) para tincion del citoesqueleto de actina. El procedimiento de tincion incluyo
la fijacion de las células con paraformaldehido 4% durante 15 minutos a temperatura
ambiente, seguido de tres lavados con buffer TRIS (pH 7.6) de 5 minutos cada uno.
Posteriormente se realizé la permeabilizacion con Tritén X-100 0.1% durante 10 minutos,
seguida de tres lavados adicionales con buffer TRIS. La incubacion simultanea de ambos
fluoréforos se realizé durante 45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad, utilizando
Hoechst 33342 en dilucién 1:10.000 y rodamina faloidina en dilucion 1:200. Finalmente, se
realizaron tres lavados con buffer TRIS y las muestras se mantuvieron a 4°C en oscuridad
hasta su observacion en un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2FL, Tokyo,
Japon).
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4.4.4. Inmunofluorescencia

Se realizd inmunofluorescencia para identificar la expresion del marcador tardio de
miogénesis (miosina cadena pesada monoclonal de ratén, 1:500, sc-376157; Santa Cruz
Biotechnology). Las células se sembraron a una densidad de 2,5x10° células por centimetro
cuadrado y proliferaron en condiciones estandar, para luego cambiar a medio de
diferenciacion, en el cual se reemplaza suero bovino fetal por suero de caballo. Las células
se diferenciaron hasta distintos tiempos segun el marcador que se queria identificar 5 dias.
El protocolo de inmunofluorescencia incluyé la fijacion de las células con paraformaldehido
4% durante 10 minutos, seguida de tres lavados con buffer TRIS pH 7.6 y permeabilizacién
con Tritdbn X-100 0.1% durante 15 minutos. Posteriormente se realizé el bloqueo con
albumina de suero bovino (BSA) al 5% durante 30 minutos, seguido de la incubacion con el
anticuerpo primario anti-MHC (1:500) durante 1 hora a 37°C. Después de tres lavados con
buffer TRIS, se incubd el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (cabra anti-raton) en
dilucion 1:500 durante 45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se
realizaron tres lavados con buffer TRIS y las muestras se observaron inmediatamente en

un microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2FL, Tokyo, Japén)

Morfologia celular e
Inmunofluerescencia

Tincioén fluorescente de
nucleos y citoesqueleto
sobre los scaffolds.
Expresion de MHC
detectada con anticuerpo.

Figura 14. Esquema representativo del proceso de inmunofluorescencia utilizado
para la caracterizacion celular. Se muestra la tincion fluorescente de nucleos, la
observacién de la morfologia celular y la deteccion especifica de la expresion del marcador
de miosina de cadena pesada (MHC) en células C2C12. Elaboracion propia.
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5. RESULTADOS

5.1. Condiciones de cultivo control Komagataeibacter sucrofermentans

El crecimiento de Komagataeibacter sucrofermentans en medio HS se monitoreo mediante
mediciones de densidad 6ptica (DO) a 600 nm cada hora, durante 72 horas utilizando como
referencia (blanco) el medio HS fresco. La Figura 15, muestra la curva de crecimiento y la
representacion en escala logaritmica para la fase exponencial, donde se calcularon la tasa
especifica de crecimiento (u) y el tiempo de duplicacion (g). La curva de crecimiento
obtenida mostré las fases caracteristicas: latencia (0-2.1 h), exponencial (2.1-10.3 h) y
estacionaria (>10.3 h) (Figura 15A). El analisis de la fase exponencial mediante regresion
lineal de In (DOgg) vs tiempo (Figura 15B) permitié determinar los parametros cinéticos
presentados en la Tabla 3.

A. Crecimiento de K. sucrofermentans en medio HS

—&— Datos experimentales
Fase latencia
Fase exponencial
1.50 Fase estacionaria

DO (600 nm)

B. Curva logaritmica del crecimiento

0.0

-0.2+¢

-0.41

-0.6}

-0.8

Log DO (600 nm)

—&— Datos e
Fase lat

xperimentales
-1.0 ncia
Fase exponencial
-1.2} Fase estacionaria
X Puntospyg

' L

40 50 60

Tiempo (h)

Figura 15. Curva de crecimiento de Komagataeibacter sucrofermentans cultivado en
medio HS. (A) Curva de crecimiento expresada como densidad éptica (DO) a 600 nm. (B)
Curva de crecimiento en escala logaritmica (Log DO 600 nm) empleada para la
determinacion de parametros cinéticos. Las areas sombreadas indican las fases de
crecimiento: latencia (gris), exponencial (verde) y estacionaria (azul). Los puntos en rojo
representan los valores experimentales utilizados para el calculo de u (0.15 h™*) y td (4.63
h).

49



Tabla 3: Parametros cinéticos de Komagataeibacter sucrofermentans en medio HS

Parametro wu(h) td (h) Duracion fase  DOgoo Max
lag (h)
Valor + DE 0.15+ 0.00 4.63 +0.25 2.85+0.12 21+03

5.2. Diseno de camara micro crecimiento y simulaciéon de campo eléctrico

Para el disefio de la microcdmara experimental se evaluaron dos configuraciones
geométricas para la microcamara y dos para los electrodos mediante simulaciones

computacionales en Mathematica (Tabla 4).

Tabla 4: Dimensiones evaluadas para la microcamara y las placas de electrodos

Elemento Opcidén Ancho Largo Alto
(mm) (mm) (mm)
Microcamara #1 40 50 30
#2 20 30 25
Electrodos #A 10 10 0.15
#B 20 30 0.25

Nota. Las dimensiones corresponden a configuraciones geomeétricas evaluadas en las simulaciones de campo
eléctrico (Mathematica). Las medidas de la microcamara se expresan como ancho x largo x alto de la cavidad
interna, mientras que las de los electrodos corresponden al area de contacto y espesor de la placa.

La Figura 16, muestra resultados de la simulacion de campo eléctricos de las microcamaras
con diferentes dimensiones, la microcamara #1, al presentar mayores dimensiones,
favorece una mayor exposicion al campo eléctrico, que la opcion #2 limita la distribucion del
biopolimero dentro del volumen de crecimiento. En cuanto a las placas de electrodos, la
opcion #B (20 x 30 x 0.25 mm) generd una transferencia de corriente mas homogénea, lo
que se ftradujo en un campo eléctrico con mayor uniformidad. Las simulaciones
evidenciaron que la aplicacion de un voltaje adecuado entre los electrodos seleccionados
produce una distribucion del campo eléctrico compatible con los requisitos necesarios para
inducir la alineacion controlada de nanofibras de CB. Entre las configuraciones evaluadas,
la combinacién de microcamara #1 y electrodos tipo B resultd ser la mas favorable, al
proporcionar un campo uniforme y predominantemente uniaxial, condiciones criticas para

promover la orientacién direccional de las nanofibras en el medio de cultivo.
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Figura 16. Mapas de contorno y lineas de campo eléctrico en distintas
configuraciones de la microcamara de crecimiento. Se observa la uniformidad y
orientacion del campo necesarias para inducir la alineacion controlada de nanofibras de
celulosa bacteriana. Las simulaciones fueron realizadas mediante el software Mathematica.
Configuracién 1: Microcamara #1 + Electrodos #A (A, B, C). Configuracién 2: Microcamara
#1 + Electrodos #B (D, E, F). Configuracion 3: Microcamara #2 + Electrodos #A (G, H, ).
Configuracién 4: Microcamara #2 + Electrodos #B (J, K, L).

51



El analisis matricial del tensor de campo eléctrico se realizd con el proposito de confirmar

la validez de la configuracion geométrica seleccionada.

689.92 0 —2,82x 10713
E = 0 1729.52 0
-2,82 x10°13 0 —2419.45

Figura 17. Tensor de campo eléctrico obtenido para la configuraciéon de la
microcamara (40 x 50 x 30 mm) con electrodos de grafito (20 x 30 x 0,25 mm). Los
valores diagonales reflejan la intensidad en los ejes principales, confirmando un campo
predominantemente uniaxial. Los valores estan expresados en V /m (simulacién realizada
con intensidad de entrada de 1V /cm).

Los valores diagonales de la matriz (689,92; 1729,52; —2419,45) corresponden a la
intensidad del campo en los ejes x, y y z, respectivamente. La mayor magnitud observada
en el eje y sugiere que el campo se concentra principalmente en esta direccién, lo que
favoreceria la orientacion de las nanofibras en dicho eje. En contraste, el valor negativo
asociado al eje z indica una disminucion de la intensidad en esa dimensién. Los términos
extra diagonales, cercanos a cero (del orden de 107*3), reflejan una interaccion minima entre
componentes, lo que confirma la presencia de un campo practicamente uniaxial. En
conjunto, estos resultados respaldan la seleccion de la configuracién geométrica de la
microcamara (40 x 50 x 30 mm) con electrodos de grafito (20 x 30 x 0,25 mm), al
proporcionar la mejor combinacion de uniformidad e intensidad de campo. Esta disposicion
se establecié como base para los experimentos de aplicacion de campo eléctrico durante

la biosintesis in-situ de CB.

5.2.1. Evaluacion visual de materiales de electrodos en medio de cultivo bajo campo
eléctrico
Con el objetivo de seleccionar un material de electrodo adecuado para la aplicacién de
campos eléctricos durante el cultivo de Komagataeibacter sucrofermentans, se llevo a cabo
una evaluacion visual comparativa de tres materiales comunmente utilizados: cobre, acero
inoxidable y grafito. La eleccion del material del electrodo es un aspecto critico, ya que
influye directamente en la eficiencia de transferencia de corriente y en la estabilidad quimica
del sistema. Un material inadecuado puede liberar especies reactivas o productos de

corrosion que interfieran con el crecimiento bacteriano o afecten la produccién de celulosa.
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Para este andlisis, los electrodos fueron inicialmente sumergidos en agua destilada y
posteriormente en medio de cultivo HS, manteniendo la aplicacion de un campo eléctrico
continuo durante 72 horas. Las observaciones se registraron a las 2 y 72 horas,
documentando los cambios en el entorno del electrodo (agua o medio de cultivo) y en su
superficie. Los resultados visuales de este ensayo se presentan en la Figura 18. En el caso
del cobre, a las 2 horas se evidencidé una coloracion parda en el agua, indicativa de
oxidaciéon superficial. A las 72 horas, la solucion presentd turbidez marcada, depdsitos
visibles y un cambio notable en su coloracion, asociado a la liberacién de iones cupricos y
productos de corrosion. El electrodo mostro deterioro evidente, confirmando su inestabilidad
en condiciones de cultivo. El acero inoxidable presenté un oscurecimiento leve del medio
de cultivo a las 2 horas, que se intensifico tras 72 horas, alcanzando una coloracion negra
en la zona cercana al electrodo. Este efecto sugiere la ocurrencia de reacciones redox
indeseadas, lo que compromete la estabilidad del sistema. Ademas, el electrodo mostré la
formacion de una pelicula superficial y manchas de oxidacion, evidenciando procesos de
degradacion progresiva. Por el contrario, el grafito exhibié una estabilidad significativamente
mayor. Tras 2 horas, el medio permanecio sin alteraciones visibles, y después de 72 horas
se observé una capa superficial de CB sin signos de turbidez ni precipitados metalicos. El
electrodo no presentdé cambios estructurales ni de coloracién, lo que confirma su baja
reactividad y alta estabilidad bajo campo eléctrico. Las propiedades fisicoquimicas
relevantes de los materiales se resumen en la Tabla 5, incluyendo parametros como
conductividad eléctrica, resistividad, densidad, potencial redox y punto de fusién. Entre
ellos, el grafito resalta por su baja reactividad y elevada estabilidad quimica, reduciendo el
riesgo de electrdlisis y liberacion de iones metalicos al medio de cultivo. Ademas, su menor
densidad facilita la manipulacion y minimiza la probabilidad de contaminacion en

comparacion con el acero y el cobre.

Tabla 5: Propiedades fisicas y electroquimicas de materiales utilizados como electrodos
en la microcamara de crecimiento

Material Conductividad Resistividad Densidad Potencial Punto

(S/m) (Q *m) a (g/cm3® redox (V) de Ref
20°C fusion T
°C

Acero 1.01 x 107 20 x 108 7.9 Fierro: 1528  ThoughtCo
-0.44

Cobre 5.87 x 107 1.72x10® 8.9 +0.33 1083 ThoughtCo

Grafito 5.9 x 108 3.5x10° 1.8 Carbono:  ~2500 AZoM
+0.73 (2019)
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En conjunto, estos resultados respaldan la eleccion del grafito como el material mas idéneo
para aplicaciones con microorganismos, garantizando tanto la estabilidad del medio de

cultivo como la integridad estructural de los electrodos.

Cobre Acero Grafito
Electrodo Eloctiodo Electrodo
Agua Medio de Medio de
2 horas ciiltivo cultivo
Electrodo Electrodo stk
gua Medio de Celulosa
72 horas bacteriana

cultivo

Electrodo .

Figura 18. Evaluacion visual del comportamiento de electrodos en condiciones de
cultivo y campo eléctrico. Se observan los efectos de cada material sobre el medio y
sobre la integridad del electrodo. El cobre y el acero generan turbidez, precipitados y
productos de corrosion, mientras que el grafito mantiene el medio estable y permite la
formacion de celulosa bacteriana.

5.2.2. Efecto del campo eléctrico en la produccién de CB

Con el propésito de evaluar la influencia de distintos niveles de campo eléctrico sobre la
produccion de CB se realizaron cultivos de Komagataeibacter sucrofermentans bajo
condiciones controladas, aplicando una diferencia de potencial en una microcamara de
disefio especifico. La produccién de biopolimero fue monitoreada al término del ensayo,
observando la presencia o ausencia de CB como indicador de viabilidad metabdlica bajo

cada condicion eléctrica. Los resultados experimentales se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6: Produccién de celulosa bacteriana bajo diferentes intensidades de campo eléctrico

Campo eléctrico Voltaje sometido Produccién de Cambio pH medio
(V/cm) (V) biopolimero de cultivo

0 0 Sl NO
0.2 1 Sl NO
0.4 2 Sl NO
0.6 3 Sl NO
0.8 4 NO Sl

1 5 NO Sl

Nota. Rango de viabilidad identificado 0.2- 0.6 V /cm y umbral de inhibiciéon = 0.8V /cm. n=5

Las mediciones de pH obtenidas en los cultivos de Komagataeibacter sucrofermentans, en
0.8 y 1 V/cm alcanzaron valores entre 7.8 - 8, indicando un entorno mas alcalino, donde la
viabilidad celular se compromete, dado que el crecimiento 6ptimo de esta bacteria
generalmente se encuentra entre 4.5 - 6.0. La alcalinidad excesiva puede alterar el
metabolismo celular, provocar estrés osmotico y afectar negativamente la sintesis del
biopolimero. Ademas, un pH elevado puede favorecer la electrélisis del medio, generando
subproductos nocivos que interfieren con la actividad metabdlica de las bacterias. Se
evidencio que la sintesis de biopolimero fue notable en muestras expuestas a intensidades
de hasta 0.6 V/cm, mientras que a partir de 0.8 V/cm la producciéon fue completamente
inhibida. En funcion de los resultados, se establece que un rango seguro para aplicar campo
eléctrico, sin afectar la viabilidad bacteriana ni la integridad del medio, se encuentra entre
0.2 y 0.6 V/cm. Este intervalo constituye un rango 6ptimo para estudios posteriores
orientados a inducir la alineacién nanofibrilar de la CB sin comprometer la produccion del
biopolimero. Los siguientes ensayos se realizaron solo en condiciones de 0, 0.2, y 0.4
V/cm, ya que estos son los rangos compatibles con una biosintesis estable y replicable.

Las configuraciones experimentales utilizadas se ilustran en las Figuras 19 y 20.

Microcamara de crecimiento
A)
/ }

> 4

G L

Figura 19. Imagen de software y proyeccion de sistema de aplicacion de campo
eléctrico in-situ de CB. A) Tapa de silicona B) electrodos de grafito, C) Camara 3D.
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Fotografias del sistema de aplicacion de campo eléctrico

Figura 20. Fotografias de electrodos y sistema de aplicacion de campo eléctrico real.
A la izquierda se observa un electrodo de grafito utilizado en la microcamara de cultivo,
mientras que a la derecha se muestra la conexion de la camara a la fuente de poder de
corriente continua empleada para aplicar los potenciales eléctricos durante la biosintesis de
CB.

5.2.3. Simulacién del campo eléctrico aplicado en la microcamara

Con el fin de evaluar la distribucién espacial del campo eléctrico generado dentro de la
microcamara de crecimiento, se realizaron simulaciones computacionales mediante el
software Mathematica. Estas simulaciones permitieron visualizar la intensidad del campo y
la orientacion de sus lineas de flujo en los ejes X y Y bajo diferentes condiciones de voltaje.
Este analisis fue fundamental para determinar si las condiciones generadas en la camara
son favorables para inducir la alineacion direccional de las nanofibras de CB. La Figura 21,
presenta los resultados obtenidos para tres condiciones: sin aplicacién de voltaje (0 V/cm),

y con intensidades de campo eléctricode 0.2 V/cmy 0.4V /cm.

En el panel A, correspondiente a 0 V/cm, se observa que no existe distribucion de campo
eléctrico en el espacio de la camara, manteniéndose una intensidad nula en toda el area de
cultivo. Esta condicion se emplea como control negativo, y permite comparar los efectos
generados por la aplicacion de campos eléctricos. Los paneles B y C muestran la
distribucién de intensidad del campo a 0.2 V/cm y 0.4 V /cm, respectivamente. En ambas
condiciones se aprecia una distribucién simétrica en el area de la camara, con regiones de
mayor intensidad hacia los bordes y una zona central con intensidad mas homogénea. Esta
configuracion favorece la creacién de un entorno estable en el centro de cultivo, lo que
resulta adecuado para promover la orientacion ordenada de nanofibras sin inducir estrés
eléctrico en el sistema. Por otra parte, los paneles D, E y F representan la direccionalidad
de las lineas de campo eléctrico en el eje X para 0, 0.2 y 0.4 V/cm, respectivamente.

Mientras que a 0 V /cm no se detecta orientacion alguna, las condiciones de 0.2y 0.4 V/cm
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muestran claramente una concentracién de lineas hacia el centro, lo que sugiere una
orientacion del campo favorable para inducir alineacion unidireccional de las nanofibras en

ese eje.

De forma analoga, los paneles G, H e | ilustran la orientacion del campo eléctrico en el eje
Y, donde también se evidencia una curvatura de las lineas de campo hacia el centro de la
camara cuando se aplican 0.2 y 0.4 V /cm. Este patrén confirma la homogeneidad y simetria
del campo en ambas direcciones, lo cual es deseable para la orientacion estructural del
biopolimero durante la biosintesis. En conjunto, estos resultados demuestran que el rango
de intensidad entre 0.2 y 0.4 V/cm genera un campo suficientemente uniforme y
direccionado en el centro de la camara, constituyéndose como un entorno éptimo para
inducir la alineacién controlada de nanofibras de CB durante el proceso de crecimiento in

situ.

Figura 21. Simulacion de la distribucion del campo eléctrico en la microcamara de
crecimiento, realizada en Mathematica. (A-C) Distribucion de intensidad de campo
para0,0.2 y 0.4 V/cm, respectivamente.(D-F) Direccionalidad de las lineas de campo
eléctrico en el eje X para 0, 0.2 y 0.4 V/cm. (G-I) Direccionalidad de las lineas de
campo eléctrico en el eje Y para 0, 0.2 y 0.4 V/cm. Se observa que, a mayor intensidad
aplicada, aumenta la orientacion de las lineas hacia el centro de la camara, lo que sugiere
un entorno favorable para la alineacion estructural de las nanofibras de celulosa bacteriana
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Figura 21. Simulacion de la distribucién del campo eléctrico en la microcamara de
crecimiento, realizada en Mathematica. (A—C) Distribucién de intensidad de campo
para0,0.2y 0.4 V/cm, respectivamente.(D-F) Direccionalidad de las lineas de campo
eléctrico en el eje X para 0, 0.2 y 0.4 V/cm. (G-I) Direccionalidad de las lineas de
campo eléctrico en el eje Y para 0, 0.2 y 0.4 V/cm. Se observa que, a mayor intensidad
aplicada, aumenta la orientacion de las lineas hacia el centro de la camara, lo que sugiere
un entorno favorable para la alineacion estructural de las nanofibras de celulosa bacteriana.

5.2.4. Biosintesis de celulosa bacteriana bajo induccion de campo eléctrico

Con el objetivo de evaluar el efecto del campo eléctrico sobre la morfologia y produccién
de CB. Se cultivo Komagataeibacter sucrofermentans bajo diferentes intensidades de
campo eléctrico 0 V/cm (control), 0.2 V/cmy 0.4 V/cm durante 72 horas horas de
incubacion a 30°C. La Figura 22, presenta la apariencia macroscopica de la CB obtenidas
bajo estas condiciones. Visualmente, no se observaron diferencias notables en su forma
rectangular, adaptada a la geometria de la microcamara, de textura lisas y uniformes,
transparentes con opacidad blanquecina, independientemente de la intensidad del campo
aplicado. La formacién de la membrana es visible en la superficie del medio de cultivo, no
se adhieren a los electrodos y es visible desde las 48 horas. Son de facil manipulacion,

mantienen su integridad y flexibilidad en todo el proceso.
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Figura 22. Morfologia macroscopica de CB cultivadas bajo diferentes intensidades
de campo eléctrico. A-C: CB en microcamaras experimentales durante el cultivo (A: 0
Vicm, B: 0.2 V/icm, C: 0.4 V/cm). D-F: CB extraidas y purificadas (D: 0 V/cm control, E: 0.2
Vicm, F: 0.4 V/cm). Se observa una apariencia morfolégica similar entre condiciones, sin
diferencias macroscopicas visibles. Fotografia de celulosa sintetizada bajo campo eléctrico.

5.2.5. Determinacion de LPS presente en muestras de celulosa bacteriana

Con el fin de evaluar la presencia de lipopolisacaridos (LPS) en muestras de CB obtenidas
bajo diferentes condiciones de purificacion, se empleé un ensayo endotoxico utilizando
diluciones seriadas (1:1, 1:2, 1:4) y la aplicacién de polimixina B (100 ug/mL), un antibiético
que neutraliza especificamente endotoxinas bacterianas como el LPS. Este analisis
permitié cuantificar de manera comparativa los niveles residuales de endotoxinas y la
eficacia de los tratamientos de purificacion aplicados. Los resultados obtenidos en
diferentes condiciones experimentales se resumen en las Tabla 7, incluyendo controles

positivos, muestras tratadas con polimixina y fases liquidas del cultivo.
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Tabla 7: Resultados del ensayo LAL gel-clot en muestras de CB purificada y no purificada,
con y sin polimixina B.

Dilucién Dilucién Dilucién Punto final (EU

Nombre 1:1 1:2 1:4 mL™")
CB no purificada + polimixina + + + 20.5
CB no purificada + - - 0.25
CB purificada + polimixina + - - 0.125
CB purificada - - - <0.125 (no
detectable)
Control negativo (ALE + LAL) - - - ND
Control positivo (endotoxina + + - 0.25
estandar)
Sobrenadante no purificado + ND ND ND
Sobrenadante purificado + ND ND ND

Nota. (+) Presencia de LPS detectada, (-) Ausencia de LPS. ND: No determinado Célculo estimado
considerando sensibilidad del kit (A = 0.125 EU-mL ™) y masa seca de CB equivalente (4 mg por muestra). **
Control positivo preparado con endotoxina estandar certificada.

El control negativo permanecié consistentemente sin formaciéon de gel (), confirmando la
ausencia de contaminacion cruzada durante el procedimiento, mientras que el control
positivo validé la sensibilidad del reactivo LAL (0.125 EU-mL ™). Las muestras de CB
purificada presentaron ausencia total de endotoxinas detectables en todas las diluciones
evaluadas (<0.125 EU-mL™"), demostrando la eficacia del protocolo de purificacion aplicado.
La adicién de polimixina B en estas muestras no modificé el resultado, confirmando que el
proceso de purificacion eliminé los LPS de manera eficiente. Por el contrario, la CB no
purificada evidencié presencia de endotoxinas hasta la dilucién 1:2 (punto final = 0.25
EU-mL™). De forma inesperada, el tratamiento con polimixina B en estas muestras no
redujo la deteccién de LPS, sino que mantuvo la positividad incluso en la dilucién 1:4, lo
que sugiere un posible atrapamiento del antibiético en la matriz de CB o una interferencia
con la reaccion del LAL. Finalmente, los sobrenadantes de cultivo, tanto de CB purificada
como no purificada, resultaron positivos en la dilucién 1:1, indicando la presencia de LPS

solubles en el medio post-fermentacion.
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5.3. Caracterizacion nanométrica de la CB mediante microscopia de fuerza atémica
(AFM)

Para evaluar la organizacion superficial y la orientacién de las nanofibras de CB se utilizé

microscopia de fuerza atdmica (AFM) en modo topografico. En la Figura 23, se muestran

imagenes representativas de CB cultivada bajo tres condiciones: control (0 V/cm), 0.2V /cm

y0.4V/cm.

Figura 23. Imagenes representativas obtenidas por microscopia de fuerza atomica
(AFM) en modo topografico de celulosa bacteriana bajo diferentes condiciones de
cultivo. A) CB control, B) CB 0.2V /cm, C) CB 0.4 V /cm.
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En la condicién control (0 V/cm, Fig. 23A), la superficie presento un arreglo fibrilar cadtico,
con fibras distribuidas aleatoriamente, zonas de empaquetamiento irregular y mayor
rugosidad topografica. A 0.2 V/cm (Fig. 23B), se observo una disposicion mas homogénea,
con reduccion de las irregularidades extremas y presencia de una orientacién parcial de las
nanofibras en una direccién predominante. Finalmente, en la condicion de 0.4 V /cm (Fig.
23C), se evidencio una alineacion marcada de las fibrillas, con un patréon paralelo y continuo,

confirmando que esta intensidad favorece la orientacién direccional durante la biosintesis.

5.4. Caracterizacion del comportamiento mecanico de CB bajo traccion uniaxial

El ensayo consistio en aplicar una fuerza progresiva sobre cada muestra de CB, registrando
la relacién entre la fuerza aplicada (N) y el estiramiento (mm). Este andlisis permitié
identificar las fases caracteristicas de deformacién del material, asi como los efectos de los

ciclos de traccion sobre la orientacion fibrilar y las propiedades mecanicas de la CB.

La Figura 24 muestra imagenes representativas de la morfologia superficial de las muestras
(A, C, F) y sus curvas fuerza/elongaciones correspondientes (B, D, G). Las imagenes
muestran diferencias en la orientacién y densidad fibrilar, que se correlacionan con la
respuesta mecanica registrada. Las curvas mostradas en los paneles B, D y G confirman
estos patrones, reflejando variabilidad en la resistencia y elongacion segun la
microestructura interna del scaffold. La Tabla 8, muestra los efectos de ciclos de traccion

en la alineaciéon de nanofibras.

Tabla 8: Efecto de los ciclos de traccion sobre la alineacion de nanofibras

Muestra Ciclos de traccion Alineacion inducida
#1 5C Positivo
#2 15C Positivo
#3 30C Positivo

La alineacioén inducida se determiné mediante observacion cualitativa de micrografias SEM
y anadlisis de orientacion (Orientationd, ImageJ). El término “Positivo” indica presencia de
fibras con direccionalidad predominante respecto al eje de traccion. Cada condicién se
evalué con n = 3 réplicas independientes.
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Figura 24. Ensayos de traccion en scaffolds de celulosa bacteriana. A, C, F) Imagenes
microscopicas de las muestras antes del ensayo. B, D, G) Curvas fuerza-estiramiento
representativas para las respectivas muestras. Se evidencian tres fases caracteristicas
del comportamiento mecanico de la CB bajo traccion.
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- Fase de acomodacion inicial: En los primeros 0.5 mm de estiramiento, la curva
muestra una pendiente suave, lo cual indica una baja resistencia inicial. Esta fase
corresponde a la respuesta elastica del scaffold en su estado natural, reflejando la
reorganizacion de las nanofibras sin alineacion dirigida.

- Fase de endurecimiento: Con un mayor ciclo de estiramiento, se observa un
aumento en la pendiente de la curva, alcanzando resistencias de hasta 5.5 N en
algunas muestras. Este incremento se debe al entrelazado tridimensional de las
nanofibras, que proporciona mayor resistencia a medida que el material se deforma.

- Fase de saturacion y limite de ruptura: Las curvas muestran una ligera desviacién
cerca del limite de estiramiento, indicando una tendencia a la saturacion. Sin
embargo, en estas muestras control no se alcanzé el punto de ruptura, sugiriendo
que los parametros aplicados son adecuados para observar la deformacion elastica

sin comprometer la integridad estructural del material.

Los resultados obtenidos establecen un patrén de comportamiento mecanico consistente
para las muestras control, el cual sirve como referencia para futuras comparaciones con
muestras sometidas a campo eléctrico y ciclos de traccion adicionales. La baja dispersién
entre las curvas sugiere que el procedimiento de cultivo y preparacién de la CB fue
homogéneo y reproducible. Este control sera esencial para evaluar los efectos de los
tratamientos experimentales en la alineacién de las nanofibras y en la resistencia mecanica
de los scaffolds. Esta informacion es fundamental para la estandarizacion de los ciclos de
traccion, permitiendo definir un nimero 6ptimo de ciclos que maximicen la alineacién sin

comprometer la estructura del scaffold, los cuales se evaluaran durante 15 y 30 ciclos.

La Tabla 9, muestra los valores de médulo de Young obtenidos para CB sometidas a
distintos numeros de ciclos de estiramiento mecanico. El control (0 ciclos) presenté un
maodulo de 4,7 MPa, reflejando la rigidez inicial del material. Tras 5 ciclos, el valor disminuy6
a 3,2 MPa, indicando una pérdida de rigidez asociada al reacomodo de las fibras.
Posteriormente, con 15 ciclos el médulo descendié aun mas a 1,5 MPa, lo que sugiere un
efecto acumulativo de relajacion estructural y microfracturas en la red fibrilar. Finalmente, a
los 30 ciclos se observé un aumento hasta 4,1 MPa, lo que evidencia un proceso de
realineamiento progresivo de las nanofibras que permite recuperar parcialmente la

capacidad de transmitir esfuerzos. Estos resultados demuestran que el nimero de ciclos
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aplicados influye de manera directa en las propiedades mecanicas de la CB modulando su

rigidez en funcion del balance entre desorganizacion inicial y orientacion fibrilar inducida.

Tabla 9: Comparacion del modulo de Young segun el numero de ciclos de traccion aplicados

Tratamiento N° Elongacion  Médulo de Interpretacion
ciclos Young
(MPa)
Control 0 2mm 4,7 MPa Alta rigidez inicial
1 5 2mm 2,4 MPa Disminucién significativa de
rigidez
2 15 2mm 1,5 MPa Rigidez aun menor, material
debilitado
3 30 2mm 4,1 MPa Recuperacién de rigidez
posible reorganizacion
estructural

Valores del médulo de Young obtenidos a partir de ensayos de traccién uniaxial en scaffolds
de celulosa bacteriana (CB) sometidos a distintos numeros de ciclos de estiramiento (n =
3). El médulo se calculd en la region elastica inicial (< 2% de deformacién) segun la
pendiente de la curva esfuerzo—deformacion.

La recuperacion del modulo elastico a 30 ciclos sugiere que existe un punto 6ptimo de
tratamiento mecanico que permite maximizar la alineacién fibrilar sin comprometer
permanentemente la integridad estructural del scaffold. Esta informacién es fundamental
para la estandarizacion de protocolos de acondicionamiento mecanico, permitiendo definir
parametros 6ptimos que maximicen la alineacion sin comprometer la funcionalidad del

biomaterial para aplicaciones en ingenieria de tejidos.

5.5. Evaluacion de interaccion entre factores: campo eléctrico y tracciéon mecanica

Con el objetivo de estudiar la interaccion entre el campo eléctrico y la traccion mecanica
ciclica en la alineacién y organizacién de la CB se disefd un experimento multifactorial
donde se combinaron diferentes niveles de ambos tratamientos. La hip6tesis subyacente
fue que la aplicacion simultanea de estos factores puede generar efectos sinérgicos sobre
la orientacion de las nanofibras, superando los efectos observados cuando cada estimulo

se aplica de forma independiente.

Se analizaron tres intensidades de campo eléctrico (0, 0.2 y 0.4 V /cm) y tres condiciones

de traccion mecanica (0, 15 y 30 ciclos), se reune la informacion en la Tabla 10, dando lugar
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a nueve combinaciones experimentales. Cada muestra fue cultivada en condiciones
controladas utilizando el sistema de microcamara y electrodos descrito previamente,

aplicando los estimulos definidos durante la fase de biosintesis.

Tabla 10: Condiciones experimentales para cada muestra.

Muestras Campo eléctrico Ciclos de traccion
M #1 0 0
M #2 0 15
M #3 0 30
M #4 0.2 0
M #5 0.2 15
M #6 0.2 30
M #7 0.4 0
M #8 0.4 15
M #9 0.4 30

Nota. Disefio factorial 3% con dos factores: campo eléctrico (0, 0.2 y 0.4 V/cm aplicados durante la biosintesis
en microcamara) y traccion mecanica (0, 15 y 30 ciclos uniaxiales aplicados como acondicionamiento posterior
antes de la caracterizacion). Las muestras M#1-M#9 corresponden a todas las combinaciones de niveles.

Este disefio experimental permite analizar no solo los efectos individuales del campo
eléctrico y de la traccion mecanica, sino también las posibles interacciones entre ambos
factores. De esta manera, se busca identificar las condiciones que optimicen la orientacion
estructural y la organizacion fibrilar de la CB, lo cual resulta fundamental para el desarrollo

de scaffolds con propiedades mejoradas.

5.5.1. Microscopia electrénica de barrido SEM.

En las Figuras 25-27 se presentan imagenes obtenidas mediante microscopia electronica
de barrido (SEM) de CB cultivadas bajo diferentes condiciones de campo eléctrico y traccion
mecanica. Estos resultados permiten observar los efectos individuales y combinados de
ambos factores sobre la estructura superficial y la orientacion de las fibras. El analisis
morfolégico mediante SEM revelé diferencias notorias en la disposicion de las nanofibras

de CB segun el numero de ciclos de traccién aplicados.
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Figura 25. Imagenes de microscopia electréonica de barrido (SEM) y analisis de
orientacion de CB sometida a diferentes tratamientos. Escala: 200 um.
(A) SEM de CB control. (B) grafico de orientacion CB control. (C) distribuciéon angular CB
control. (D) SEM de CB tratada a 30 C. (E) grafico de orientacion CB 15 C. (F) distribucion
angular CB 15 C.(G) SEM de CB tratada a 30 C. (H) grafico de orientacion CB 30 C. (I)
distribucion angular CB 30 C.

El analisis de orientacion fibrilar mostré cambios progresivos en la disposiciéon de la CB en
funcion del numero de ciclos de traccidon aplicados. En la condiciéon control (Figs. 25A-C),
las fibras presentaron una disposicion desordenada, con ausencia de un angulo
predominante. Tanto el grafico de orientacion como la distribucion angular evidenciaron una
dispersién amplia y sin picos definidos. En la CB sometida a 15 ciclos de traccidon mecanica
(Figs. 25D-F), se observé un inicio de alineacion fibrilar en una direccion preferencial. Esta
tendencia se reflejé en un pico marcado en el grafico de orientacién y en una distribucion

angular mas concentrada respecto al control. Finalmente, en la CB tratada con 30 ciclos
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(Figs. 25G-I), las fibras mostraron una disposicion marcadamente paralela, con un grado
de organizacion superior al observado en las condiciones anteriores. El grafico de
orientacion presentdé picos mas definidos y la distribucion angular mostré la mayor
concentracién direccional, confirmando la alineacién mas uniforme alcanzada. En conjunto,
los resultados indican que la aplicacién de ciclos de traccion mecanica favorece la

orientacion de las nanofibras de CB, alcanzandose el mayor orden estructural con 30 ciclos.

La Figura 26, y se muestran los efectos de la aplicaciéon de un campo eléctrico (0.2 V/cm)
y su combinacién con ciclos de traccién mecanica 15 C y 30 C sobre la organizacion fibrilar
de la CB. En la condicion tratada unicamente con campo eléctrico 0.2 V/cm (Figs. 26J-L),
las fibras exhibieron una ligera tendencia a la orientacién, aunque la organizacién global
permanecio heterogénea. El grafico de orientacion presentd un Unico pico poco definido y
la distribucidon angular reflejé una dispersion amplia, o que sugiere una alineacion parcial.
Al aplicar el campo eléctrico en combinacion con 15 ciclos de traccion mecanica (Figs. 26M—
N), se observé una organizaciéon mas evidente de las fibras, con una orientacién mas clara
a lo largo de una direccién predominante. El grafico de orientacién mostré un pico mas
marcado en comparacion con el tratamiento eléctrico de 0.2 V/cm y la distribuciéon angular
revelé una mayor concentracion direccional. Finalmente, la combinacién del campo
eléctrico con 30 ciclos de traccién mecanica (Figs. 260—Q) resultdé en un alineamiento
altamente definido de las nanofibras, con disposicién paralela a lo largo de la superficie del
material. El grafico de orientacién mostré picos muy pronunciados y la distribuciéon angular
presento la mayor concentracion en torno a un rango estrecho de angulos, confirmando que

este tratamiento combinado promueve la orientacion mas uniforme de la CB.

En conjunto, los resultados indican que la aplicacion de un campo eléctrico induce un cierto
grado de alineacion fibrilar, el cual se potencia significativamente al combinarlo con tracciéon

mecanica, alcanzandose el mayor orden estructural con 30 ciclos.
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Figura 26. Imagenes de microscopia electréonica de barrido (SEM) y andlisis de
orientacion de celulosa bacteriana bajo la aplicacion de un campo eléctrico (0.2
V/cm) y tratamientos mecanicos adicionales. Escala: 200 ym. (J) SEM de CB tratada
con 0.2 V/cm. (K) gréfico de orientacion correspondiente. (L) distribucion angular de CB 0.2
V/em. (M) SEM de CB tratada con 0.2 V/ecm + 15 C. (N) grafico de orientacion
correspondiente. (N) distribucién angular de CB 0.2 V/cm + 15 C. (O) SEM de CB tratada
con 0.2 V/cm + 30 C. (P) grafico de orientacion correspondiente. (Q) distribucién angular
de CB 0.2V /cm + 30 C.

Las imagenes SEM y los andlisis de orientacién muestran los efectos de la aplicacién de un
campo eléctrico de 0.4 V/cm, tanto en forma aislada como en combinacién con ciclos de

traccion mecanica.
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Figura 27. Imagenes de microscopia electréonica de barrido (SEM) y andlisis de
orientacion de celulosa bacteriana bajo la aplicaciéon de un campo eléctrico de 0.4
V/cm y tratamientos mecanicos adicionales. Escala: 200 um. (R) SEM de CB tratada
con 0.4V /cm. (S) grafico de orientacion correspondiente. (T) distribucion angular de CB 0.4
V/em. (U) SEM de CB tratada con 04 V/em + 15 C. (V) gréfico de orientacion
correspondiente; (W) distribucion angular de CB 0.4 V/cm + 15 C. (X) SEM de CB tratada
con 0.4V /cm + 30 C. (Y) grafico de orientaciéon correspondiente. (Z) distribucion angular de
CB04V/cm + 30 C.

En la condicion tratada unicamente con el campo eléctrico (Figs. 27R-T), las fibras
presentaron una ligera tendencia a la alineacién, aunque el patrén observado se mantuvo

irregular. El grafico de orientacién mostré un pico amplio y la distribucion angular revel6 una
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dispersion considerable, indicando una organizacion parcial. Al combinar el campo eléctrico
con 15 ciclos de traccion mecanica (Figs. 27U-W), se observo un aumento en la coherencia
direccional. Las fibras presentaron una orientacién mas clara a lo largo de un eje
predominante, lo que se reflejé en un pico mas definido en el grafico de orientacion y en
una distribucién angular con mayor concentracién respecto al tratamiento eléctrico aislado.
Finalmente, la combinacion del campo eléctrico con 30 ciclos de traccidon mecanica (Figs.
27X-Z) produjo la mayor alineacion fibrilar. En esta condicion, las fibras se dispusieron de
forma marcadamente paralela, con una organizacidon homogénea en toda la superficie
observada. El grafico de orientacion mostré picos agudos y la distribucion angular evidencié
la mayor concentracion direccional entre todos los tratamientos evaluados en esta figura.
La coherencia Orientationd aumentoé de 0.28 + 0.05 (control) 2 0.43 £ 0.07 (0.2 V/cm) y 0.61
+0.08 (0.4 V/cm).

En la Tabla 11, se detalla el efecto de los factores sobre la alineacion de las nanofibras,
proporcionando valores especificos de efecto, error estandar y p-valor, lo que permite

evaluar la significancia estadistica de cada factor.

Tabla 11: Efecto de los factores sobre la alineacion de nanofibras

Factor Efecto Error estandar P-valor
X1 (Campo eléctrico) 0,092 0,029 0,000
X2 (Traccidon mecanica) 0,043 0,029 0,005
X1 X2
(Interaccién) 0,029 0,035 0,096
X12 (Término cuadratico) 0,004 0,049 0,868
X2? (Término cuadratico) 0,004 0,049 0,868

Nota. E/ campo eléctrico fue el factor mas determinante en la alineacion fibrilar de la celulosa bacteriana,
seguido por la traccién mecanica. La combinaciéon de ambos factores mostré una tendencia positiva, aunque
sin alcanzar significancia estadistica completa.

En la Figura 28, el grafico de superficie de respuesta proporciona una visualizacion en 3D
que ilustra la influencia combinada de los factores X1 (campo eléctrico) y X2 (traccién
mecanica) sobre la alineacién de las nanofibras, medida mediante el coeficiente de
coherencia. En el grafico, se observa que, el incremento en el valor de X1 se correlaciona
con un aumento en la alineacion de las nanofibras (Y), evidenciado por las zonas de color
en la superficie que representan valores mas altos de Y conforme X1 aumenta. Esto indica
que el campo eléctrico contribuye a ordenar las fibras, posiblemente debido a la polarizacién

y orientacion inducida por el campo. De forma similar, al aumentar la traccién mecanica
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(X2), se observa una mejora en la alineacion, aunque el efecto es menos pronunciado que
el de X1. Las areas de la superficie correspondientes a valores mas altos de Y se extienden
con el aumento de X2, lo que sugiere que la traccion también contribuye a la alineacion,
posiblemente mediante la extensidn y orientacion de las fibras en la direccién de la fuerza
aplicada. Por otro lado, se observa que los mayores niveles de alineaciéon se alcanzan
cuando ambos factores, X1 y X2, son elevados. Sin embargo, el impacto combinado de
estos factores no genera un incremento considerablemente mayor en la alineacidon
comparado con el aumento individual de X1. Esto sugiere que el efecto del campo eléctrico
es mas dominante y que la traccion adicional aporta alineacion, pero su combinacion no es

completamente sinérgica.
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Figura 28: Representacion del efecto combinado del campo eléctrico (X1) y la
traccion mecanica (X2) sobre la alineacion de nanofibras de CB. Se observa un
aumento progresivo del coeficiente de coherencia con ambos factores, alcanzando el valor
o6ptimoen 0.4V /cm + 30 C.

72



0,30-0,35

0.3 m0,25-0,30
m0,20-0,25
0,15-0,20
®0,10-0,15
®0,05-0,10
® 0,00-0,05

0,30

0,10
40

32
24

0,05

0,00 16 X2
8

0,00 o,05
4 0,10
110 0,15
020 5 (.0
03 040 ga5 ooy
: 4> 0,50

Figura 29: Superficie de respuesta en 3D del modelo estadistico para el coeficiente
de coherencia (Y). Visualiza el comportamiento del modelo, evidenciando que la alineacion
aumenta de manera progresiva con la intensificacion de ambos factores, alcanzando
valores 6ptimos con 0.4 V/cm y 30 ciclos.

Respecto al analisis estadistico, el campo eléctrico (X1) y la traccion mecanica (X2)
muestran un efecto positivo y estadisticamente significativo sobre la alineacién de las
nanofibras (p-valor = 0.000 para X1 y p-valor = 0.005 para X2). Esto confirma la observacion
visual del grafico de superficie, donde un aumento en X1 produce una mayor alineacion.
Con un efecto de 0.092, X1 es el factor mas influyente en el modelo. Por otro lado, la
interaccion entre X1 y X2 tiene un efecto positivo (efecto = 0.029), pero no es
estadisticamente significativo (p-valor = 0.096). Esto sugiere que, aunque ambos factores
individualmente aumentan la alineacidén, su combinacién no resulta en un incremento
significativo adicional en el coeficiente de coherencia. Los términos cuadraticos no
muestran significancia estadistica (ambos con p-valores = 0.868), lo que implica que los

efectos de X1 y X2 en la alineaciéon son predominantemente lineales.

5.6. Analisis de sorcion de vapor dinamico

La capacidad de adsorcion de agua de la celulosa bacteriana (CB) se evalué por DVS a 20
°C y se ajusté con el modelo de Guggenheim Anderson de Boer (GAB). Se estudiaron cuatro
condiciones: CB control, CB con 30 ciclos de traccion (30 C), CB sometidaa 0.4 V/cm 'y CB
0.4V/cm+ 30C.
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Los resultados de la Tabla 12, indican que tanto la traccidon mecanica como el campo
eléctrico tienen un efecto medible sobre la capacidad de adsorcion de vapor de agua en la
CB. El campo eléctrico induce una modificacién estructural que favorece la retencion de
humedad, mientras que los ciclos de traccion también aumentan esta capacidad,
posiblemente debido a un aumento en la exposicion superficial de grupos hidroxilo

accesibles.

Tabla 12: Pardmetros del modelo GAB (Guggenheim, Anderson y de Boer) para muestras
de CB bajo distintos tratamientos

Parametros CB CB30C CBO04V/cm CB0.4V/cm
+30C
m 3.83 4.32 5.97 4.30
mg H20
(mg de masa seca)
C 1.87 6.05 2.23 5.27
K 0.83 0.87 0.85 0.94

Nota. Parametros estimados mediante el modelo GAB a 20 °C para caracterizar la sorciéon de agua en scaffolds
de CB.

El campo eléctrico induce una modificacién estructural que favorece significativamente la
retencién de humedad, mientras que los ciclos de traccién también aumentan esta
capacidad, posiblemente debido a un aumento en la exposicion superficial de grupos
hidroxilo accesibles. Los parametros del modelo GAB muestran que el contenido de
humedad en monocapa (m) de la muestra control de CB fue de 3.83 g H,0/g sdlido seco,
estableciendo la linea base para las comparaciones. La aplicacién de 30 ciclos de traccién
mecanica incrementd este parametro a 4.32 g H,0/g soélido seco, representando un
incremento del 12.8% respecto al control. EI campo eléctrico de 0.4 V/cm mostro el efecto
mas pronunciado, elevando el contenido de humedad en monocapa a 5.97 g H,0/g solido
seco, equivalente a un incremento del 55.9%. La combinaciéon de ambos tratamientos (CB
0.4 V/cm + 30 C) resultdé en un valor de 4.30 g H,0/g solido seco, correspondiente a un
incremento del 12.3% respecto al control. El parametro C (energia de sorcion), relacionado
con la energia de interaccion agua-sustrato, mostré variaciones considerables entre
tratamientos. La muestra control registr6 un valor de 1.87, mientras que la traccion
mecanica indujo el incremento mas significativo, elevando este parametro a 6.05, lo que

representa un incremento de 223.5%. El campo eléctrico produjo un incremento moderado
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a 2.23, equivalente al 19.3% de incremento. La combinacién de tratamientos resulté en un
valor de 5.27, representando un incremento de 181.8% respecto al control. Por otro lado, el
parametro K (constante de sorcion multicapa) mostré incrementos en todas las condiciones
tratadas comparado con el control (0.83). La traccion mecanica aumento este valor a 0.87,
representando un incremento del 4.8%, el campo eléctrico lo elevdo a 0.85, con un
incremento del 2.4%, y el tratamiento combinado mostré el mayor incremento a 0.94,
equivalente al 13.3%. Las isotermas de adsorcion presentadas en la Figura 30 muestran
que todas las muestras presentan un comportamiento del tipo Il de forma sigmoidea,
caracteristico de adsorcion fisica en multicapas. A bajas humedades relativas (0.0 - 0.3),
todas las muestras muestran un comportamiento similar con cambios de masa minimos,
correspondiente a la regién de adsorcién en monocapa. A partir de humedad relativa de 0.4
- 0.5, se inicia una regién de transicion donde comienzan a evidenciarse diferencias entre
tratamientos. En la region de alta humedad relativa (0.6-0.8), se observa un incremento
exponencial en la capacidad de adsorcion, siendo mas pronunciado en las muestras
tratadas. El ajuste del modelo GAB presenta una excelente correlacién entre los datos
experimentales y el modelo tedérico, confirmando la validez del modelo para describir el
comportamiento de sorcion en todo el rango de humedad relativa evaluado. En términos de
capacidad de adsorcion a humedad relativa de 0.8, el orden observado fue: CB 0.4 V/cm
exhibe la mayor capacidad de adsorcion entre todas las condiciones (~95% de cambio en
masa), seguido por CB 0.4 V/cm + 30 C con una capacidad intermedia-alta (~88% de
cambio en masa), CB 30°C muestra una capacidad intermedia (~85% de cambio en masa),
y finalmente CB control presenta la menor capacidad de adsorcion (~80% de cambio en
masa). Este orden es consistente con los valores de contenido de humedad de monocapa
obtenidos del modelo GAB. La region de monocapa (actividad de agua < 0.3) predomina la
adsorcion de moléculas de agua sobre sitios especificos de alta energia en la superficie de
la celulosa, mientras que en la region de multicapa (actividad de agua > 0.4) se caracteriza
por un incremento exponencial en la adsorcion, donde las moléculas de agua se adsorben
en capas sucesivas sobre la monocapa inicial. El campo eléctrico de 0.4 V/cm induce la
mayor modificacién estructural, posiblemente por reordenamiento molecular y mayor
accesibilidad de sitios hidroxilo, la traccién mecanica aumenta significativamente la energia
de sorcién, sugiriendo exposicién de sitios de alta energia, y el tratamiento combinado
muestra un efecto aditivo no sinérgico, con capacidad intermedia entre ambos tratamientos

individuales.
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Figura 30. Comparacion de las isotermas de adsorcion experimentales y
ajuste por modelo de GAB a 20°C. A) CB control, CB30C,CB0.4V/cm,yCB 0.4
V/cm + 30 C. B) Ajuste por modelo GAB a curvas de CB control, CB 30 C, CB 0.4
V/ecm,y CB 0.4V /cm + 30 C.

5.7. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR)

En la Figura 31, se muestran los espectros infrarrojos del scaffolds mas alineado y sus

configuraciones base. Se puede apreciar las bandas caracteristicas para CB. En el primer

espectro se pueden ver las posiciones de las bandas tipicas de CB en las cuales se puede

observar con facilidad las bandas de vibraciéon de enlaces C—H2 (1314 ¢cm™1), C-O (1031

cm~1), C-0-C (1161 cm™1) y O-H asi como bandas en (1335 y 1205 cm™1) y (1635 cm™1)

banda correspondiente a vibraciones moleculares del agua adsorbida H-O-H, deformacion
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de CH; a 1435 cm™1), deformacion de OH a (1336 cm™1) (Marechal y Chanzy, 2000). En la

Tabla 13, se presentan las bandas presentes en todas las muestras.

—CB

—CB30C

——CB 0,4 V/icm
——CB04Vicm+30C

SN, V'

Absorbancia (A)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm™)

Figura 31. Espectros ATR-FTIR de muestras de celulosa bacteriana bajo diferentes
condiciones experimentales. Mostrados de abajo hacia arriba: CB control, CB 30 C, CB
0.4V/cm,CB0.4V/cm + 30 C.

Tabla 13: Bandas caracteristicas de CB detectadas por ATR-FTIR en todos los
tratamientos.

Numero de onda (cm™1) Grupo funcional Tipo de vibraciéon
1031 Cc-O Flexion
1055 C-O Flexion
1108 C-0-C Flexion
1161 C-0-C Flexion
1314 C—H2 Flexion
1335 O-H Flexion
1587 H-O-H Flexion
1639 H-O-H Flexion

Nota. Posiciones de banda reportadas como valores medios. n = 3 espectros por tratamiento (misma
preparacion y parametros de adquisicion).
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Los tratamientos mantienen las bandas caracteristicas de la CB confirmando la estabilidad
quimica del material, por lo tanto, la aplicacién de campo eléctrico y traccion mecanica es
compatible con la preservacién de su composicion quimica y que no introducen
contaminantes ni produccion de degradacion detectables. Los cambios observados en las
intensidades relativas sugieren reordenamientos estructurales a nivel supramolecular sin

alteracion de la composicion quimica.

5.8. indice de cristalinidad

Se presentan en la Tabla 14, los valores obtenidos de absorbancia relativa para las bandas
seleccionadas (1429 y 895 cm™) y el indice de cristalinidad (IC) calculado para cada

condicion experimental:

Tabla 14: Absorbancia relativa y calculo del indice de cristalinidad (IC) en muestras

Muestra Absq429cm? Absggscm! IC (media * DE)
CB 0.35 0.07 4.59 £ 0.06
CB+30C 1.35 1.00 1.35 £ 0.04
CB04V/cm 2.31 213 1.09 +0.03
CB04V/em+30C 3.31 3.21 1.03 £ 0.02

Nota. El indice de cristalinidad (A1430/As95) Se reporta como media + DE (n = 3)

La muestra sin tratamiento presenté el valor mas alto de IC (4.59), reflejando una estructura
tridimensional altamente ordenada y densa, con regiones cristalinas predominantes. Este
valor es consistente con la organizacién natural de la CB, caracterizada por un
empaquetamiento intermolecular denso y una alta proporcién de enlaces de hidrégeno inter
catenarios. La aplicacion de 30 ciclos de traccion redujo significativamente el IC a 1.26
(reduccién del 72.5%). Esta disminucién sugiere que los ciclos de deformacion mecanica
inducen una reorganizacién de la matriz polimérica, incrementando las regiones amorfas a
expensas de las cristalinas. EI campo eléctrico de 0.4 V/cm disminuyé adn mas el IC a 1.09
(reduccidn del 76.2%). Este efecto mas pronunciado que la traccion mecanica sugiere que
la polarizacién electrostatica induce cambios conformacionales mas profundos en la
organizacion supramolecular. La combinacion de ambos estimulos resulté en la estructura
mas amorfa (IC = 1.03, reduccién del 77.6%). Aunque el efecto combinado no es
estrictamente aditivo, representa la maxima disrupcion de la organizacion cristalina
alcanzable bajo las condiciones estudiadas. Estos resultados indican que la aplicacion de

estimulos fisicos, si bien favorece la alineacion direccional de las nanofibras, también
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disminuye su grado de empaquetamiento tridimensional. Esto puede explicarse porque, al
alinearse las fibras en una direccion preferencial, se rompe parcialmente la organizacion
interlaminar que sostiene las regiones cristalinas, dando lugar a una estructura mas abierta,
flexible y funcionalmente anisotrépica (Petersen & Gatenholm, 2011; Rahman & Netravali,
2016).

5.9. Proliferacion de células musculares

La Figura 32, muestra los valores de absorbancia obtenidos, los cuales son directamente
proporcionales a la cantidad de células fijadas sobre la superficie del biomaterial. Los
resultados indican que los scaffolds de CB tratadas favorecen una adhesion celular
adecuada. Las diferencias observadas entre las muestras permiten inferir el efecto de los
tratamientos fisicos, como la alineacion de las nanofibras, sobre la compatibilidad

superficial.
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Figura 32. Ensayo de adhesion celular mediante WST-1, realizado 24 Y 48 horas
después de la siembra de células musculares sobre control plastico, scaffolds CB
control y CB alineado. Valores expresados como media £ DE (n = 3). Letras distintas (a,
b) indican diferencias significativas entre grupos en el mismo tiempo (ANOVA + Tukey,
p<0.05).

Para el analisis estadistico, se aplico un ANOVA de una via para comparar los grupos

control plastico, CB control y CB alineado. A las 24 horas no se detectaron diferencias

79



estadisticamente significativas (F = 4.03; p = 0.056), aunque se observé una tendencia
hacia valores superiores en los grupos con CB. En contraste, a las 48 horas se encontraron
diferencias significativas (F = 17.12; p < 0.001), por lo que se aplicé la prueba post hoc de
Tukey HSD. Esta revel6 que tanto CB control como CB alineado presentaron absorbancias
significativamente mayores que el control plastico (p < 0.01), sin diferencias entre ambos
tipos de CB. Estos hallazgos indican que, independientemente de la orientacién de las
fibras, la CB mejora la adhesion celular en comparacion con la superficie plastica,

especialmente tras 48 horas de cultivo.

5.10. Ensayo de inmunofluorescencia para evaluacion de diferenciacion miogénica

La Figura 33, muestra inmunofluorescencia de células C2C12 a 5 dias post-induccién de
diferenciacién (rojo: actina marcada con rodamina-faloidina, azul: nucleos con Hoechst;
verde: MHC). Este tiempo corresponde a la fase de diferenciacion miogénica, en la que los
mioblastos han salido del ciclo celular, fusionado y formado miotubos multinucleados,
caracterizados por la expresion robusta de miosina de cadena pesada (MHC), un marcador
tardio de diferenciacion (Yaffe & Saxel, 1977; Burattini et al., 2004) En la superficie plastica
(A—C) se observa expresion intensa de MHC (verde) y la presencia de dos fibras
multinucleadas alineadas; sin embargo, el cultivo en su conjunto no presenta una
direccionalidad predominante. En el scaffold de CB control (D—F), la organizacion de actina
y nucleos es mayoritariamente no direccional, con expresion detectable de MHC, pero sin
un patron definido de orientacion. En contraste, en el scaffold de CB alineado (G-l) los
miotubos muestran una orientacién preferente siguiendo la anisotropia del sustrato, junto
con una expresion clara de MHC, lo que coincide con estudios previos que demuestran que
la topografia alineada favorece la organizacidon morfofuncional de células musculares
(Denes et al., 2019; Flaibani et al., 2019). En conjunto, estas observaciones confirman que
a los 5 dias de cultivo las C2C12 se encuentran en plena fase de diferenciacion, con
formacioén de miotubos MHC-positivos en todas las condiciones, pero con una orientacion
significativamente mas definida en los scaffolds alineados, reforzando el rol de la

arquitectura del material en la organizacion tisular (Engler et al., 2006; Jana et al., 2016).
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Figura 33. Imagenes de inmunofluorescencia en células C2C12 diferenciadas tras
cinco dias de cultivo. Rojo: actina (rodamina-faloidina). Azul: nucleos (Hoechst). Verde:
miosina de cadena pesada. (A—C) Superficie plastica/vidrio: expresion intensa de MHC y
presencia de dos fibras multinucleadas alineadas; el resto del campo no muestra
orientacion global. (D—F) Scaffold de celulosa bacteriana (CB) control: organizacion
mayoritariamente no direccional; MHC detectable sin patron de alineacion predominante.
(G-I) Scaffold de CB alineado: miotubos orientados conforme a la anisotropia del sustrato
y MHC evidente. Las imagenes confirman que a los 5 dias las células se hallan en fase de
diferenciacion con formacién de miotubos MHC-positivos; la alineacion del scaffold potencia
la orientacion de las fibras celulares.

Los resultados obtenidos a los cinco dias de cultivo respaldan de forma directa la hipétesis
planteada. Si bien en etapas tempranas (adhesion inicial) no se observaron diferencias
significativas entre CB control y CB alineada, en la fase de diferenciacion los scaffolds con
nanofibras orientadas demostraron una clara capacidad para guiar la organizacion
morfofuncional de las células musculares, evidenciada en la formacion de miofibras
multinucleadas alineadas y con alta expresion de MHC. Esto confirma que la orientacion
estructural del biomaterial, inducida por campo eléctrico y reforzada por traccion mecanica,
ejerce un efecto positivo sobre la alineacion tisular, optimizando al scaffold de CB para

aplicaciones en ingenieria de tejidos musculares (Jana et al., 2016; Flaibani et al., 2009).



6. DISCUSION

El desarrollo de scaffolds de CB con arquitectura controlada representa un avance
significativo en ingenieria de tejidos, particularmente para aplicaciones musculares donde
la orientacion fibrilar es critica para la funcionalidad tisular. Los resultados obtenidos en este
estudio demuestran por primera vez la viabilidad de combinar campo eléctrico y traccion
mecanica para inducir alineacién direccional durante la biosintesis in-sifu de CB,

estableciendo un nuevo paradigma en la fabricacién de biomateriales anisotrépicos.

Crecimiento de Komagataeibacter sucrofermentans

Los resultados obtenidos en este trabajo revelan una tasa especifica de crecimiento (u =
0.150 h™) y un tiempo de duplicacion (td = 4.63 h) para K. sucrofermentans cultivado en
medio HS. Estos valores son significativamente mas rapidos que los reportados en la
literatura, donde los tiempos de duplicacion suelen encontrarse en un rango de 6 a 10 horas
bajo condiciones estandar de cultivo (Cheng et al., 2019; Ghosh et al., 2018). En este
trabajo se utilizé un pre-indculo en fase logaritmica temprana, lo que reduce la duracién de
la fase lag y acelera la entrada a la fase exponencial. Esto contrasta con otros estudios en
los que se emplearon cultivos estacionarios como inéculo, lo cual prolonga el tiempo de
adaptacion (Cakar et al., 2014). Y, por otro lado, aunque se trata de la misma especie,
distintas cepas de Komagataeibacter sucrofermentans pueden mostrar diferencias
metabdlicas relevantes en su velocidad de crecimiento y capacidad de produccién de
celulosa. Jang et al. (2019) reportaron que cepas de Komagataeibacter pueden desarrollar
mayor eficiencia en la sintesis de celulosa sintasa tras cultivos seriados, incrementando la
velocidad de polimerizacion extracelular. En conjunto, estos factores permiten explicar por

qué la tasa de crecimiento observada en este estudio supera lo descrito en reportes previos.
Configuracion de microcamara y evaluacion de materiales para electrodos

La configuracion geométrica optimizada (microcamara 40 x 50 x 30 mm + electrodos de
grafito 20 x 30 x 0.25 mm) logré generar un campo eléctrico uniforme y predominantemente
uniaxial. Los términos fuera de la diagonal proximos a cero (107" V/m) confirman la
ausencia de interacciones cruzadas, validando el disefio para aplicaciones de alineacion
direccional. La evaluacion comparativa de cobre, acero inoxidable y grafito como materiales
de electrodos evidencié que solo el grafito mantuvo un entorno estable y permitid la
formacion de CB, mientras que los otros dos materiales generaron turbidez, productos de

corrosién y alteraciones quimicas en el medio. Este comportamiento es coherente con lo
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reportado en la literatura sobre sistemas bioelectroquimicos, donde los electrodos
carbonosos (como el grafito) son preferidos debido a su elevada conductividad, inercia
quimica y resistencia a la corrosion frente a metales reactivos (Banerjee et al., 2022; Jalili
et al., 2024). La inadecuada performance del cobre puede explicarse por su alta
susceptibilidad a la oxidacion y liberaciéon de iones metalicos (Cu?*) (potencial redox +0.33
V) en soluciones acuosas bajo campo eléctrico. Los iones cupricos son conocidos agentes
téxicos para bacterias, ya que interfieren con la permeabilidad de membrana y generan
especies reactivas de oxigeno, lo que compromete tanto la viabilidad celular como la
sintesis de biopolimeros. Estos poseen reconocida actividad antimicrobiana (Zhou et al.,
2016; Salah et al., 2021; Ramos-Zufiga et al., 2023). Esto se refleja en la coloracién parda
y la turbidez observadas en el medio de cultivo, indicativas de corrosién y precipitacion de
sales de cobre. En el caso del acero inoxidable, aunque es considerado mas estable que el
cobre, su superficie puede sufrir procesos de corrosién localizada en condiciones de
potencial eléctrico y medio de cultivo rico en nutrientes. La formacién de peliculas pasivas
y oxidos de hierro o cromo en la superficie no solo modifica la conductividad del electrodo,
sino que también puede liberar de iones Fe3* y Cr** altera el equilibrio redox del medio,
evidenciado por el oscurecimiento progresivo (Chen et al., 2014). Estos fendbmenos han
sido reportados en estudios de bioelectroquimica (Ledezma et al., 2015). Por el contrario,
el grafito se mantuvo estable durante la aplicacién del campo eléctrico, sin evidencias de
lixiviacion idnica ni precipitacion de subproductos. Esta estabilidad electroquimica, junto con
su baja reactividad y adecuada conductividad, lo convierten en el material mas idéneo para

experimentos de biosintesis con aplicacion de campo eléctrico (Azri et al., 2023).

Efecto combinado de aplicacion de campo eléctrico y traccién mecanica

Se identificd un rango de intensidad de campo eléctrico de 0.2 a 0.6 V/cmen el cual la
produccion de CB se mantiene eficaz, siendo que a 20.8 V/cm se observa una inhibicion
total de la sintesis del biopolimero. Estos hallazgos son especialmente relevantes, pues
indican que existe un umbral de campo eléctrico bajo el cual la viabilidad metabdlica no se
ve comprometida y la biosintesis se preserva intacta. Este comportamiento es consistente
con varios reportes de bacterias generadoras de CB expuesto a campos eléctricos directos
en condiciones moderadas, se observa un incremento temporal en la sintesis de celulosa
(durante las primeras 12h), Y como efecto deseado, activar la biosintesis in — situ con
aplicacion de un campo eléctrico induce la orientacion de dipolos en cadenas de celulosa

nacientes, promoviendo su alineacion durante la polimerizacion extracelular. Por otro lado,
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Liu et al. (2016) reportaron incrementos del 40% en la actividad de celulosa sintasa durante

las primeras 12 h bajo campos moderados

Los resultados obtenidos en este estudio representan que el estimulo eléctrico controlado
favorece los primeros estadios de produccién sin impactar negativamente la viabilidad
celular, mientras que un campo excesivo supera la capacidad adaptativa de la bacteria,
conduciendo a disrupcion metabdlica. Respecto a los cambios de pH en 0.6 V/cm y 0.8
V/cm pudo deberse a la electrdlisis del agua, la cual genera H* y OH™ que desestabilizan
el pH, induce la formacion de acidos organicos (gluconato, lactato) que inhiben el
crecimiento. Por otro lado, los productos i6nicos alteran la presiéon osmética,

comprometiendo la integridad celular
Determinacién y cuantificacién de LPS presente en CB.

Los resultados confirman la efectividad de la purificacion alcalina como método principal
para la eliminacion de endotoxinas en CB. La ausencia completa de LPS en todas las
diluciones de CB purificada valida este proceso como estrategia de descontaminacion,
contrastando marcadamente con la persistencia de endotoxinas en muestras no purificadas
hasta diluciones intermedias. La ineficacia aparente de la polimixina B en muestras no
purificadas puede atribuirse a varios factores: (1) saturacion del antibiético por exceso de
carga de endotoxinas, (2) formacién de complejos LPS-polimixina que mantienen actividad
residual, o (3) interferencia de componentes de la matriz de CB con el mecanismo de
neutralizacién. Este comportamiento es consistente con reportes donde polisacaridos
interfieren en la reacciéon LAL, generando falsos positivos o negativos (Hurley, 1995). Este
hallazgo refuerza que la polimixina B es insuficiente como método Uunico de

descontaminacién en biomateriales con alta carga inicial de endotoxinas.

La deteccion de LPS en sobrenadantes de ambos tipos de muestras indica que una fraccion
significativa de endotoxinas permanece soluble en el medio de cultivo post-procesamiento.
Este hallazgo tiene implicaciones practicas importantes, ya que sugiere la necesidad de
procesos de lavado exhaustivos y multiples cambios de medio durante la purificacion para

eliminar completamente las endotoxinas solubles.

Estos resultados son concordantes con estudios previos que destacan la purificacion
alcalina como método estandar para la remocién de restos bacterianos y endotoxinas en
CB (Czaja et al., 2006; Helenius et al., 2006; Petersen & Gatenholm, 2011). La superioridad

de la purificacion quimica sobre tratamientos antibioticos especificos confirma que la
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eliminacion fisica de componentes bacterianos es mas efectiva que la neutralizacion
selectiva de endotoxinas. La ausencia de LPS en CB purificada en todas las diluciones
evaluadas sugiere que el proceso alcalino no solo reduce la carga de endotoxinas por
debajo del limite de deteccidén del ensayo LAL, sino que probablemente las elimina por
debajo de los niveles considerados seguros para aplicaciones biomédicas (< 0.5 EU/mL

segun estandares FDA).

En conjunto, estos hallazgos validan definitivamente la purificacién alcalina como requisito
indispensable para obtener scaffolds de CB biocompatibles, estableciendo una correlacion
directa entre la ausencia de endotoxinas y la seguridad del material para aplicaciones en
ingenieria de tejidos. Este resultado refuerza la base metodologica para los ensayos
posteriores de citotoxicidad celular, asegurando que las respuestas biolégicas observadas
sean atribuibles a las propiedades intrinsecas del material y no a contaminantes bacterianos

residuales.
Evaluaciéon de interaccion entre factores: campo eléctrico y traccion mecanica

El disefio experimental multifactorial permitié estudiar la interaccion entre campo eléctrico
y traccion mecanica. El analisis estadistico mostr6 que ambos factores tienen efectos
positivos y significativos en la alineacién de nanofibras (p < 0.001 para el campo eléctrico y
p = 0.005 para la traccion), siendo el campo eléctrico el mas influyente (efecto = 0.092 frente
a 0.043). Este hallazgo se alinea con reportes previos en los que campos eléctricos de baja
intensidad inducen polarizacién molecular, orientacioén direccional y cristalizaciéon dirigida
de la CB (Liu et al., 2016; Muthoka et al., 2021). La interaccion entre ambos factores tiene
una significancia marginal sugiere una tendencia hacia la interaccién que requiere analisis
estadistico mas robusto. Considerando que, en biomateriales, valores 0.05 < p < 0.10
indican asociaciones emergentes es plausible que exista una sinergia incipiente que se

manifestaria con mayor tamafo muestral (n > 15 por grupo). (Maxwell & Delaney, 2004).
Propiedades mecanicas complejo del Médulo de Young

Los ensayos de traccion uniaxial permitieron identificar tres fases caracteristicas en el
comportamiento mecanico de la CB: (i) una fase de acomodacion inicial, con baja
resistencia atribuible al reacomodo de nanofibras; (ii) una fase de endurecimiento, donde el
entrelazado tridimensional confiere un aumento progresivo de la resistencia; y (iii) una fase
de saturacion, previa al limite de ruptura, en la cual se observa una estabilizacion de la

respuesta elastica. Este patrén coincide con lo descrito previamente para biopolimeros de
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origen bacteriano, en los que la organizaciéon interna de la red fibrilar determina la
resistencia y el modulo elastico del material (Yadav et al., 2020). La disminucion del médulo
de Young observada a 5 y 15 ciclos sugiere un proceso de relajacidon estructural y
microfracturas en la red, mientras que la recuperacion parcial registrada a los 30 ciclos
refleja un proceso de realineamiento progresivo de nanofibras que permite restituir la
capacidad de transmitir esfuerzos. Resultados similares han sido reportados en otros
estudios, donde la deformacion ciclica indujo una orientacién preferencial de las fibras y
mejord la anisotropia mecanica del biomaterial (Shishehbor et al., 2021). Esto indica que
existe un numero 6ptimo de ciclos capaz de maximizar la alineacion fibrilar sin comprometer
la integridad estructural del scaffold. EI médulo final 4.1 MPa se aproxima al musculo
esquelético humano (1-10 MPa), sugiriendo compatibilidad mecanica para aplicaciones

tisulares.
Analisis de sorcion de vapor dinamico en CB

Los resultados obtenidos mediante el modelo de Guggenheim Anderson de Boer (GAB)
evidencian que tanto la traccion mecanica como el campo eléctrico influyen en la capacidad
de adsorcion de vapor de agua de la CB. El incremento en el contenido de humedad en
monocapa (m) bajo la aplicacion de campo eléctrico 0.4 V/cm fue el mas significativo,
alcanzando un valor de 5.97 g H,0/g sélido seco, 55.9% superior al control. Este hallazgo
indica que el estimulo eléctrico genera modificaciones estructurales que aumentan la
disponibilidad de sitios activos de sorcidon, probablemente debido a una reorganizacion
supramolecular por polarizacion de las nanofibras que expone grupos hidroxilo -OH
previamente inaccesibles (Moon et al., 2011). Funcionalmente, una mayor retencién de
humedad puede favorecer difusion de nutrientes y la homeostasis hidrica local en
escenarios de cultivo o implante. La traccion mecanica también elevo el parametro m,
aunque en menor magnitud (4.32 g H,0/g sélido seco, incremento del 12.8%. Este
resultado puede atribuirse a la generacién de microfracturas y al relajamiento parcial de la
red polimérica, fendmenos que incrementan el area superficial disponible para la interaccién
con moléculas de agua. Estudios previos han sefialado que la deformacion mecanica de
biopolimeros puede inducir la apertura de porosidad y la exposicion de dominios hidrofilicos,
lo cual incrementa la capacidad de retencion de humedad (Iguchi et al., 2000; Klemm et al.,
2018). El parametro C, relacionado con la energia de sorcion, presenté su mayor aumento
en la condicién de traccion (6.05), lo que sugiere una interaccién mas fuerte entre las

moléculas de agua y los sitios de alta energia generados durante el reacomodo estructural.
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En contraste, el campo eléctrico indujo un incremento mas moderado 2.23, mientras que la
combinacion de ambos estimulos alcanzé un valor intermedio 5.27. Este comportamiento
refuerza la idea de que los mecanismos de modificacion estructural de la CB bajo estimulos
fisicos no son aditivos, sino que interactian de manera compleja, afectando de forma
diferencial la densidad y accesibilidad de los sitios de sorcidén. Finalmente, el parametro K,
relacionado con la capacidad de sorcién en multicapas, disminuyo en todas las condiciones
tratadas respecto al control, lo cual indica que los tratamientos, si bien aumentan la sorciéon
inicial en monocapa, pueden limitar la formacién de capas sucesivas de agua en
condiciones de alta humedad relativa. Esta tendencia ha sido reportada previamente en
biopolimeros con reorganizacion inducida, donde la disminucion en el empaquetamiento
fibrilar reduce la posibilidad de retencion de agua en estados avanzados de adsorcién
(Haigler et al., 1982).

Analisis de espectroscopia FTIR-ATR.

Los espectros FTIR-ATR obtenidos confirman la preservacion de las bandas caracteristicas
de la CB tras los tratamientos aplicados. Las bandas identificadas en 1314 cm™ (C-H,),
1031 cm™ (C-0), 1161 cm™ (C-O-C), 1335 cm™ (O-H) y 1635-1639 cm™ (H-O-H) son
consistentes con estudios previos que establecen estas frecuencias como marcadores
estructurales fundamentales de la CB. Los cambios en las intensidades relativas
observados en los espectros sugieren reordenamientos a nivel supramolecular sin
alteracion quimica. Las modificaciones en las intensidades de bandas FTIR reflejan
cambios en el ambiente quimico local y la organizacion intermolecular, mas que
degradacion quimica. Por lo cual, se puede evidenciar que hay conservacion de bandas
fundamentales C-O, C—-O-C, O-H, ausencia de nuevas bandas indicativas de degradacion,

mantenimiento del perfil espectral caracteristico de celulosa I-3.

indice de Cristalinidad

Los resultados del indice de cristalinidad muestran una disminucion sistematica desde 4.59
para la CB control hasta 1.03 en el tratamiento combinado de traccién mecanico y aplicacion
de campo eléctrico. Este comportamiento puede explicarse considerando que el tratamiento
de traccion mecanico induce microfracturas y relajacion de la red polimérica, mientras que
la aplicacion de campo eléctrico promueve cambios conformacionales profundos a través
de la polarizacién electrostatica. En conjunto, ambos factores generan la maxima disrupcion
de la organizacién cristalina sin evidencia de degradacion quimica significativa. Esta

tendencia es consistente con estudios previos que han demostrado como distintos
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tratamientos fisicos pueden reducir la cristalinidad de la celulosa al alterar los dominios
rigidos y aumentar las regiones amorfas (Park et al., 2010). De manera similar,
investigaciones sobre nanocelulosa han reportado que las condiciones que modifican la
interfase entre microfibrillas inducen un desempaque estructural que repercute
directamente en el indice de cristalinidad (Chen et al.,, 2018). En el contexto de
biomateriales, esta reduccion es relevante ya que una menor cristalinidad puede otorgar
mayor flexibilidad y accesibilidad superficial, caracteristicas deseables para mejorar la
interaccion célula-material.

Validacion biolégica

Los resultados del ensayo WST-1 evidencian que la CB, tanto en su forma control como
alineada, presenta una adhesion celular significativamente superior al control de plastico a
las 48 horas (F = 17,12; p < 0,001). Este hallazgo confirma la elevada biocompatibilidad del
material, concordante con estudios que destacan que la superficie hidrofilica de la CB
favorece la adhesién celular y que su estructura nanofibrilar proporciona un area superficial
incrementada para interacciones célula-matriz (Park et al., 2010). Ademas, se ha
establecido que la CB carece de efectos citotdxicos en multiples lineas celulares, lo que

respalda su seguridad en aplicaciones biomédicas (Shi et al., 2014).

El analisis comparativo entre CB control y CB alineada no mostro diferencias significativas
en la adhesion celular inicial (p > 0,05), lo que indica que la orientacion fibrilar no afecta
negativamente la biocompatibilidad temprana. Sin embargo, los resultados de
inmunofluorescencia revelaron que las células C2C12 cultivadas sobre CB alineada
mostraron una expresion intensa y direccional de MHC, marcador clave de la diferenciacion
miogénica. Este hallazgo es particularmente relevante en ingenieria de tejidos musculares,
ya que la organizacion direccional de los mioblastos y miotubos constituye un requisito
esencial para el desarrollo de tejidos funcionales. De acuerdo con la diferenciacion
miogénica es un proceso altamente organizado que puede ser regulado por las
caracteristicas del sustrato, lo cual concuerda con nuestros resultados. La orientacion
observada puede explicarse mediante tres mecanismos complementarios: primero, la guia
de contacto proporcionada por las nanofibras alineadas, que actian como sefiales
topograficas direccionales; segundo, la anisotropia mecanica del sustrato, donde la rigidez
diferencial en direcciones especificas influye en la organizacion del citoesqueleto; y tercero,
la distribucion espacial de las adhesiones focales, que depende de la geometria del sustrato

y condiciona la formacion de complejos de adhesion celular. Estudios previos han
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demostrado que sustratos con fibras alineadas inducen mayor alineacién de miotubos,
incremento en el diametro celular y sobreexpresion de marcadores musculares como MHC,
confirmando el papel fundamental de la topografia en la diferenciacion muscular. Estos
hallazgos son coherentes con estudios en el area de carne cultivada, donde la
microestructuracion de scaffolds comestibles también ha demostrado favorecer la
orientacion celular y la formacion de fibras musculares (Acevedo et al., 2018; Bezjak et al.,
2024)
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7. CONCLUSIONES

La aplicacion controlada de un campo eléctrico durante la biosintesis in situ de celulosa
bacteriana (CB) por Komagataeibacter sucrofermentans permiti6 obtener scaffolds con
nanofibras orientadas, replicando eficazmente la arquitectura de la matriz extracelular
(ECM) del musculo esquelético. La orientacién resultante se asocia a propiedades

compatibles para aplicaciones en cultivo de células musculares.

Se establecié una ventana segura de 0.2—0.6 VV/cm que preserva la viabilidad bacteriana y
promueve la orientacion estructural. Aunque campo eléctrico y traccibn mecanica
contribuyen a la alineacion, el analisis estadistico demostré que el campo (0.4 V/cm) es el
factor predominante (efecto = 0.092 frente a 0.043 para traccion; p < 0.001), con tendencia
a aditividad y senales de sinergia incipiente bajo condiciones combinadas (0.4 V/cm + 30

ciclos).

Los ensayos de traccidon exhibieron el patrén en tres fases (acomodacién—endurecimiento—
saturacion) y un modulo final para 30 C se encuentra dentro del rango del musculo
esquelético (1-10 MPa), confirmando compatibilidad biomecanica. En paralelo, los analisis
DVS-GAB y ATR-FTIR/IC evidenciaron incremento de la capacidad de sorcion (m 1 55.9%
a 0.4 V/cm) y disminucion controlada de la cristalinidad (IC 4.59 — 1.03) sin alterar la
integridad quimica, lo que favorece flexibilidad, accesibilidad molecular y, potencialmente,

interacciones célula-material.

La eliminacién completa de endotoxinas en CB purificada (<0.125 EU - mL™') valida el
protocolo alcalino y garantiza que los efectos bioldgicos observados se atribuyan a
propiedades intrinsecas del material. Los ensayos con C2C12 confirmaron adhesion vy
proliferacion superiores al plastico (48 h, F = 17.12; p < 0.001) y diferenciacién miogénica

direccional en CB alineada, reforzando el potencial terapéutico del scaffold.

De esta manera, todos los objetivos planteados fueron abordados y validados
experimentalmente, permitiendo confirmar parcialmente la hipétesis (efecto positivo del

campo y traccion), aunque la sinergia estadistica plena requiere mayor tamafio muestral.
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8. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion abren multiples posibilidades para avanzar
en el desarrollo de scaffolds de CB orientados a aplicaciones biomédicas. En base a los
hallazgos y limitaciones identificadas, se proponen las siguientes recomendaciones para

trabajos futuros:

1. Integracion de sefiales bioquimicas: Complementar la alineacion fisica de las nanofibras
con la incorporacion de factores bioquimicos, como proteinas de la matriz extracelular (por
ejemplo, colageno tipo [, fibronectina, laminina) o péptidos de adhesién celular (ejemplo.,
RGD). Estas modificaciones podrian mejorar la interaccion célula-matriz, potenciando la

adhesion, proliferacion y diferenciacién celular.

2. Evaluacién funcional in-vitro en condiciones dinamicas: Extender los ensayos celulares
hacia sistemas de cultivo dinamico o biorreactores que simulen condiciones fisiolégicas,
como tensidon mecanica ciclica o flujo de medio, lo que permitiria validar el comportamiento

del scaffold en microambientes mas cercanos al tejido muscular nativo.

3. Validacion preclinica: Disenar estudios in vivo en modelos animales (ejemplo: ratén o
conejo) para evaluar la integracién del scaffold en tejido muscular lesionado, su respuesta
inmunoldgica, degradabilidad y capacidad para promover la regeneracion funcional del

musculo.

4. Optimizacién de la biodegradabilidad: Estudiar estrategias de modificacién quimica o
enzimatica de la CB que permitan ajustar su tasa de degradacion de manera controlada.
Esto facilitaria su integracién con el tejido huésped y permitiria disehar scaffolds

reabsorbibles acorde al ritmo de regeneracion del tejido.

6. Aplicaciones interdisciplinarias: Explorar la aplicacion de estos scaffolds alineados en
otros tipos de tejidos que requieren orientacion direccional, como nervios periféricos o

tendones, lo que ampliaria el impacto de esta tecnologia mas alla del musculo esquelético.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. Crecimiento bacteriano

A partir de la curva logaritmica de crecimiento (Figura 15), se seleccionaron dos puntos
dentro de la fase exponencial, donde el crecimiento bacteriano sigue un patrén exponencial

constante. En la Tabla 15, se puede ver los valores obtenidos.

Tabla 15: Puntos seleccionados de la fase exponencial de crecimiento bacteriano segun la
curva logaritmica (DOggo NM).

Punto Tiempo (h) log DO (600 nm)
1 0 -1.3
2 20 0.0

Tasa especifica de crecimiento (u):
Se obtiene a partir de la pendiente de la linea recta en la fase exponencial de la

curva logaritmica:

_ 2.3 (logDho2 —1logD01)
H= t2 —tl

_23%(0—(-13)
B 20—0

_23%(13)
N 20

299

=0

u=014ht
Donde

- Log D01y log DOZ2 son los valores de absorbancia en escala logaritmica.
- t1 h t2 son los tiempos correspondientes en horas

- El factor 2.3 convierte de logaritmo base 10 a logaritmo natural.
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Tiempo de duplicacién (td):
Se define como el tiempo necesario para que la poblacion bacteriana duplique su

biomasa durante la fase exponencial:

In(2
td = n(2)
1
Donde In (2) = 0.6931.
_0.6931
~0.1497
td = 4.63 h

Los resultados indican que, bajo las condiciones de cultivo en medio HS,
Komagataeibacter sucrofermentans presenta una tasa de crecimiento de 0.15 h', y

duplica la su biomasa aproximadamente cada 4.63 horas.
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ANEXO 2: Ensayo de endotoxinas (LAL Test)

Para establecer la concentracion de endotoxina presente en las muestras, se realizdé una
serie de diluciones dobles del extracto hasta alcanzar el punto final (uUltima dilucién con
resultado positivo). La dilucion geométrica media se multiplicé por la sensibilidad del
reactivo LAL utilizado, que en este caso fue de 0,125 EU/mL (Unidades Endotoxina por
mililitro), conforme a las especificaciones del proveedor. Para determinar la concentracién
de endotoxina presente, se realizd una serie de diluciones dobles del extracto hasta
alcanzar el punto final (dltima dilucién con resultado positivo). La dilucion punto final se
multiplicé por la sensibilidad del reactivo LAL utilizado de acuerdo con las especificaciones
del proveedor. Las condiciones experimentales y el punto final se presentan en las Tablas
2 y 3, respectivamente. E/ limite aceptable de endotoxinas para materiales biomédicos

segun ISO 10993-1 (0.5 EU/mL para dispositivos implantables en contacto con sangre.

Tabla 16: Condiciones experimentales para cada muestra.

Diluciones
Réplicas 1/2 1/4 1/8 116 1/32 1/54
1 + + + - - -
2 + + + + - -
(“+”: presencia de endotoxina; “-": ausencia).
Tabla 17: Dilucion de punto final LPS
Punto Final Log 10 punto final
1/8 (0,125) -0.903
1/16 (0,0625) -1.204

El punto final correspondié a la dilucién 1/16 (0.0625), equivalente a log;, = —1.204, lo que
se encuentra por debajo del limite aceptable de endotoxinas para materiales biomédicos
segun ISO 10993-1 (0.5 EU/mL para dispositivos biomédicos).
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ANEXO 3. Simulaciéon de campo eléctrico

El codigo en Wolfram Language calcula el campo eléctrico total debido a dos
distribuciones de carga superficial y representa graficamente el campo mediante

contornos y lineas de flujo.

Definiciéon de parametros principales.

Se establecen constantes fisicas como Kappa, KK, LL, HH, A, DV, Dy o

— Kappa = Permitividad relativa.

9x10°

— KK= Constante eléctrica = =9x10°

— LL = Largo de la placa.

— HH = Ancho de la placa.

— A= Largo de la placa * Ancho de la placa.
— DV = Diferencia de material.

— D = Separacion de placas.

DV

— o (densidad) = ppsr

Calculo del campo eléctrico.

Campo eléctrico E = (Ex,Ey,Ez) en el punto x1,y1,z1en una placa rectangular

cargada uniformemente con densidad de carga superficial o.

- E1(x1,y1,z1): Contribucidon de la primera distribucion de carga.
- E2 (x1,y1,z1): Contribucion de la segunda distribucion, reflejada en z.

- Et=E1 + E2: Se suma la contribucién de ambos campos.

Cada funcion representa un componente del campo eléctrico debido a una
distribucion de carga superficial sobre un rectangulo desde x = —LL a LL e y =

—HH a HHa una altura z = 0.
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E1x[x1,y1,21]:

LL hh x — x1
Bex=keo LL f_hh [GL—x2+ G192 + (d— 20232 ¥

Esta es la forma integral de la ley de Coulomb para el componente x.

E2y[x1,y1,z1]

LL hh ‘— 1
E2y =
y = keo J—LL J—hh[(xl —x)2+ (y1-y)?+ (d — z1)?]3/2 dxdy

Esto calcula el componente y del campo eléctrico.

E2z[x1,y1,z1]

LL hh x — xl
b2z =keo f f_hh (Gl=02+ Ol —y)2 & (d— 22z X%

* Esto calcula el componente Z del campo eléctrico.

1. Calculo de la Magnitud del Campo:

« Seusalanorma| Et|= \/Etzx +Ef, + Ef,

Visualizacién de campo eléctrico:

o ContourPlot: Muestra el mapa de contornos de | Et |
o StreamPlot. Representa las lineas de flujo del campo eléctrico en los planos

Xz eyz

110



ANEXO 4: Propiedades mecanicas de los scaffolds.

Se extrajeron pares de puntos (x,y) de la regién inicial (0 — 0.3 mm de estiramiento) donde

se espera la respuesta elastica lineal.

o Eje X = Estiramiento (mm)

o EjeY =Fuerza (N)
2. Calcular pendiente F/AL — rigidez de la muestra (N /mm).
3. Convertir a médulo de Young (E):

f/A _ Fx*Lg
ALJly ~ A*AL

o-—
E=%=

donde:

o AL =40 mm (longitud inicial que me diste antes).

o A=b-h=20mmx 1,7mm = 34 m?>.
— Area en m?4 = 34 x 1076 m?
— Longitud inicial en m: L, = 0,04 m

Ciclo 0 (negro):

Entre 0.1 y 0.3 mm, la pendiente 0,8 % mm = 4.0 N/mm

E~4.0x0.04X%x10—-6 =~ 4.7MPa

Ciclo 5 (verde):

Pendiente 0.4 = mm = 2.0 N/mm

E=20x0.04x10—-6 = 2.35MPa

Ciclo 15 (morado):
Pendiente 0.25 N/0.2mm = 1.25 N/mm

E=125x%x0.04%x10—-6 = 1.4MPa
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Ciclo 30 (naranja):

Pendiente mas alta al inicio 0,7 N/0,2mm = 3,5 N/mm

E~35x%x0.04%x10—-6 = 4.12 MPa

—— Ciclo 0 (E=4.7 MPa)
Ciclo 5 (E=2.4 MPa)
oosk— C?clo 15 (E~1.5 MPa)
—— Ciclo 30 (E=4.1 MPa)
& 0.06}
=3
o
N
% 0.04+
‘@
Ll
0.02+
0.00+

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
Deformacion (%)

Figura 35: Curvas esfuerzo—deformacion de scaffolds de celulosa bacteriana
sometidas a distintos numeros de ciclos de estiramiento mecanico.

112



11. FINANCIAMIENTOS

2024 — 2. Beca Postgrado USM. Doctorado en Biotecnologia.

2024 — 1. Beca de manutencion y arancel Postgrado de la Pontificia Universidad Catdlica

de Valparaiso (PUCV). Doctorado en Biotecnologia.
2024. Beca Pasantia Ciencia 2030. Tecnoldgico de Costa Rica.

2023. Beca de pasantia. UNU-BIOLAC: United Nations University, Japon. Programme for
Biotechnology in Latin America and the Caribbean, Centro de Investigaciones Bioldgicas

Clemente Estable en Uruguay.

2022-2023. Beca de Doctorado Nacional de la Agencia Nacional de Investigacion (ANID),
y Extension Beca COVID-19.

2021. Proyecto Fondecyt Regular.

2019-2021. Beca de manutencion y arancel Postgrado Universidad Técnico Federico Santa

Maria. Doctorado en Biotecnologia.

113



12. PRODUCTOS

Congresos nacionales.

2025. Escuela de Nanoestructura. Universidad Técnica Federico Santa Maria. Valparaiso,

Chile. Presentacion poster.

2023. Il Congreso de Ingenieria de Tejidos en Medicina regenerativa (ITMR 2023).
Universidad Técnica Federico Santa Maria. Valparaiso, Chile. Presentacion poster. ARS
MEDICA Revista de Ciencias Médicas ISSN: 0719-1855.

2022. Congreso de la sociedad Chilena de Microbiologia (SOMICH 2022). La Serena, Chile.

Presentacion poster
2022. Congreso de la Sociedad Chilena de Fisica. (SOCHIF 2022). Presentacion poster.

2021. Il Congreso de Ingenieria de Tejidos y Medicina regenerativa. (ITMR 2021).

Universidad de Chile, online. Presentacion oratoria.
Congresos Internacionales.

2023. Il Congreso Latinoamericano de Ecologia Microbiana (ISME-Lat 2023). Universidad

de Quilmes, Argentina. Presentacién péster

Pasantias.

2024. Tecnoldgico de Costa Rica. Laboratorio de Economia Circular.

2023. Instituto de Investigaciones Clemente Estable Uruguay. Laboratorio de Biofilm
Divulgacion cientifica.

2020 - 2021. Coordinador del podcast “Dimensiéon Portal” del Portal de Biomedicina UC.
Patrocinado por la Universidad Catdlica de Chile, INJUV Chile y Ciencia Publica de ANID.

Divulgacién y divulgacion cientifica.
2021. Programa INJUV.

2021. Biotech Day. Universidad Tecnolégica de Metropolitana. Presentacion de Oratoria.

114



	d4add014fc7bb174c00dd42ceccd7fbfc1e546ca0cda6e00f16e7221472d3e0b.pdf
	91300a15909b297b75192c7c539a468cce784de256aecec97b38e06a4fde0fe1.pdf
	d4add014fc7bb174c00dd42ceccd7fbfc1e546ca0cda6e00f16e7221472d3e0b.pdf

