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RESUMEN

La interrupcion de la membrana cutinea es considerada la tercera causa de mortandad en
México, basados en datos del INEGI. Con el desarrollo de la tecnologia, se han propuesto
diversas estrategias para subsanar este problema, siendo una alternativa emplear organismos
de origen marino, debido a que algunos elementos costitutivos y estrucuturales se asemejan a
la piel humana. El presente trabajo se enfoco en generar andamios tegumentarios a partir de
polimeros naturales, aprovechando la campana de Cassiopea xamachana utilizando procesos
de descelularizacién. EIl andamio obtenido presentd un 70% de descelularizacion, lo cual se
determind a través de la cuantificacion espectrofotométrica del ADN residual. Los resultados
del analisis electroforético y de espectroscopia infrarroja, mostraron que el andamio se
constituye principalmente de colagena tipo I. Ademas, utilizando las pruebas de calorimetria
diferencial de barrido y termogravimetria se demuestran las temperaturas de desnaturalizacién
y degradacion de este polimero. Mediante las micrografias Opticas y electrénicas se observd
que los andamios sufren algunos cambios morfoldgicos o topogréaficos en comparacién con el
tejido nativo antes de realizar el proceso de descelularizacion. En cuanto a los ensayos de
resistencia mecanica a tension, el andamio presenta un modulo de elasticidad de 4.53 MPa, en
comparacion con el modulo observado en la piel humana (0.64 MPa). De manera conjunta, el
analisis quimico elemental mostrd que el andamio carece de elementos toxicos para el ser
humano. Finalmente, la viabilidad de la proliferacion de fibroblastos humanos en los andamios
fue de 20% superior al control positivo (medio de cultivo), sugiriendo ser biocompatible para

su aplicacion en ingenieria tisular de la membrana cutanea.
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ABSTRACT

Interruption of cutaneous membrane is considered the third cause of death in Mexico, based on
INEGI data. In particular, few reserchs have been studied about the structure and composition
of biopolymers obtained using marine organisms, because both its composition and structure
resembles the architecture of human dermic tissue. In this context, the present study aims to
generate scaffolds from C. xamachana with application in skin tissue engineering, using
decellularization processes. Scaffold showed 70% decellularization, which was determined
through the spectrophotometric quantification of the residual DNA. Results of electrophoretic
and infrared spectroscopy analysis showed that scaffolds is mainly composed of Collagen type
I. In addition, the denaturation and degradation temperatures of this polymer were determined
by differential scanning calorimetry and thermogravimetry test. Also, optical and electronic
micrographs of scaffolds undergo some morphological or topographic changes in comparison
with the native tissue before decellularization process. Tensile mechanical tests of scaffolds
showed an elastic modulus of 4.53 MPa in comparison with cutaneous membrane (0.64 MPa).
Finally, the fibroblast viability onto scaffolds was 20% higher than positive control (culture
medium), suggesting potential of the scaffolds for its application in tissue engineering of

cutaneous membrane.
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INTRODUCCION

La pérdida o interrupcion de la integridad del sistema tegumentario, generada por cuestiones
genéticas o por lesiones traumaticas de la membrana cutdnea (comunmente conocidas como
heridas en la piel), son uno de los problemas de salud de alto coste para cualquier nacion, y un
desafio para los pacientes, profesionales de la salud y sistemas sanitarios [1-3]. En el ultimo
siglo, el incremento en el desarrollo de biomateriales de origen sintético y natural para su
aplicacion como promotores de reparacion del tejido tegumentario ha sido notorio. Sin
embargo, el reto actual es biomimetizar las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del tejido
receptor, por ejemplo: el arreglo estructural de la matriz extracelular (MEC), la
interconectividad en cuanto a su porosidad, la composicion quimica andloga a los
constituyentes bioactivos presentes en la piel, la funcionalidad mecanica y estabilidad

estructural, asi como la biocompatibilidad y la vascularizacion, entre otras caracteristicas [4,5].

En este sentido, una gran diversidad de biomateriales obtenidos a partir de polimeros
degradables, tanto sintéticos como naturales han sido aprobados y estudiados con gran atencién
en el &rea de regeneracion de la membrana cutanea, presentando propiedades mecanicas propias
del tejido receptor, biocompatibilidad, proliferacion y conduccion celular, especialmente de la
estirpe fibroblastoide [5-8]. El principal componente empleado en este tipo de aplicaciones es
la CLG; uno de los biopolimeros primordiales en la constitucion de la MEC, representando el
30% del componente proteico, siendo la proteina méas abundante presente en mamiferos [9-
12]. De acuerdo al potencial médico que representa la CLG, se han explorado diversos procesos
y fuentes de obtencion, dentro de las cuales destaca la hidrolisis quimica e hidrdlisis enzimatica
utilizando organismos de origen terrestre como bovino, roedores, porcino, entre otros [6—
10,12-16]. En organismos marinos, son varias las propuestas que se han validado sobre la
estructura y composicion de sus biopolimeros [17-28]. Algunos de reciente interés son los
invertebrados, dentro de los cuales podemos encontrar la clase Asteroidea, Echinoidea,
Scyphozoa, Cephalopoda y organismos del phylum Porifera, siendo los de la clase Scyphozoa
los que méas han llamado la atencidn por su abundancia y composicién estructural [18-20,22—
29]. Las medusas que pertenecen a esta clase, han sido empleadas para obtener polimeros

colagenicos, un claro ejemplo es la empresa Jellagen Marine Biotechnology®, que hoy en dia
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comercializa una gran cantidad de biomateriales colagénicos de origen marino derivados de la
especie Rhizostoma pulmo (aguamala, aguamar o acalefo azul) para distintas aplicaciones
biomédicas [28,30]. Sin embargo, el aprovechamiento de la medusa invertida (C. xamachana)
para la obtencién de biopolimeros y/o andamios con aplicacion en ingenieria de tejido
tegumentario es nula, por lo tanto, determinar la viabilidad para su aplicacion, es una posible

alternativa interesante de evaluar.

Una parte medular para la generacion de andamios que emulen las propiedades del tejido
tegumentario, es su distribucion estructural multicapa [4,5,9,13,31]. El avance de los diferentes
procesos de obtencidn de andamios tegumentarios ha permitido desarrollar técnicas como la
descelularizacién de 6rganos, que permite la conservacion de la micro-arquitectura del tejido
seleccionado [6,8,14-16,32].

En este trabajo, se propone generar un andamio aprovechando la micro-arquitectura de la MEC
presente en C. xamachana, utilizando la técnica de descelularizacion para su obtencién. Este
andamio pretende asemejar las propiedades y distribucion estructural del tejido tegumentario
humano para su aplicacién en patologias dérmicas. ElI andamio sera caracterizado utilizando
técnicas fisicoquimicas, mecanicas y morfoldgicas, ademas de pruebas de proliferacion celular

para conocer sus propiedades de biocompatibilidad.

OBJETIVOS
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Objetivo general

Obtener y caracterizar un andamio tegumentario obtenido a partir de la medusa invertida C.

xamachana.

Objetivos especificos

1. Obtener andamios tegumentrios a partir de la campana de C. xamachana, mediante

descelularizacion con detergentes.

2. Determinar las propiedades del andamio tegumentario, como su morfologia mediante
microscopia (SEM y MOQO), composicion utilizando técnicas espectroscopicas Yy
electroforéticas (FTIR, EDS, SDS-PAGE), térmicas (TGA y DSC), asi como sus

propiedades mecanicas de resistencia a tension.
3. Comprobar las propiedades de biocompatibilidad del andamio tegumentario mediante

ensayos in vitro en presencia de fibroblastos humanos de acuerdo a la norma ISO 10993-
5.
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HIPOTESIS

La descelularizacion de la campana de la medusa invertida (C. Xamachana) permitira la

obtencion de un andamio con potencial aplicacion en la ingenieria del tejido tegumentario.
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Capitulo 1
ANTECEDENTES

1.1 Ingenieria tisular

El término “ingenieria tisular” (IT) fue definido por pirmera vez por Skalak y Fox en 1988
como la necesidad de conjuntar principios de ingenieria y biologia en la generacion y desarrollo
de sustitutos funcionales que restauren, mantengan y/o mejoren la integridad de tejidos dafiados
por males genéticos, lesiones traumaticas, fallos bioquimicos y/o estructurales [35].
Posteriormente al trabajo de Skalak y Fox, esta disciplina fue acufiada y puesta en practica por
Langer y Vacanti como una nueva &rea de la biomedicina con su famoso trabajo en Science
[36].

Se conoce de fuentes historicas que las primeras terapias basadas en tejidos fueron técnicas de
injerto de la membrana cutanea, las cuales se describen con gran detalle en textos sanscritos de
la india, datando del 3000 antes de Cristo. Subsecuente a estos hechos, en el afio 1794 se realizd
el primer injerto autélogo de membrana cutanea en Europa, a cargo de Bunger, Reverdin y
Baronio. En 1881 Girder realizé el primer aloinjerto de la piel de cadaver a un paciente. Como
continuacidn al trabajo de Girder, Webster propuso la refrigeracion de la membrana cutanea
obtenida de cadaveres para su preservacion. Setenta afios posteriores a estas investigaciones, y
gracias a los trabajos desarrollados por Polge con respecto a la criopresevacion celular a
temperaturas bajo cero, en 1952 Billingham genera el primer proceso de crioconservacion de

piel, presentando una alternativa viable para la aplicacion de aloinjertos de calidad en su época.

Con el desarrollo de la ingenieria de los materiales al término de la segunda guerra mundial, en

1962 Chardack desarrollé un material polimérico sintético denominado “Esponja Ivalon”

procesada y pensada para su aplicacion como "sustituto sintético de piel”. Rheinwald y Green

en 1975 desarrollaron la primera técnica estandar para el cultivo in-vitro de queratinocitos,

hecho que utilizarian como base de su investigacion la empresa Genzyme para generar su

producto ® Epicel, el cual es basicamente epitelio autélogo cultivado con este tipo celular.
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Posterior a este trabajo, en los afios 80°s se gener6 un auge en el desarrollo de prototipos en la
ingenieria del tejido tegumentario que posteriormente, se convirtieron en productos ain hoy
utilizados, tal es el caso de ® Apligraf y ® Dermagraf. ElI impacto social generado fue tal que,
a partir de ese momento se tomo a este naciente campo como una nueva area de desarrollo de
tecnologias e investigacion de las ciencias biomédicas, el cual se ha vuelto de vital importancia
para la mejora de la calidad de vida del ser humano en este siglo [13,37,38].

En general, la IT consiste basicamente en la generacion de soportes 0 andamios a partir de
biomateriales los cuales, son complementados por la adicion de biomoléculas activas como los
factores de crecimiento, entre otros. Dichos constructos deben proporcionar un soporte inicial
para la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular, que garantice la sintesis de la MEC, la
cual a su vez ofrecera integridad estructural al tejido. Idealmente deben ser biocompatibles,
biodegradables y bioactivos; con la finalidad de ser metabolisados por el organismo, una vez
que hayan cumplido con su funcién [39]. A la triada formada por el andamio, las células
sembradas y los demas factores afiadidos al andamio para potenciar su comportamiento, se le
da el nombre de constructo. Una vez que las células han sido sembradas en el andamio, éste es
cultivado in-vitro, con la intencién de promover en dicha triada la proliferacion y crecimiento
celular (Fig. 1.1).

En el area de IT, la concepcion del andamio desempefia un papel crucial para promover un
espacio idéneo en donde la célula pueda desempefiarse de manera adecuada como se mencioné
anteriormente. Existe una gran diversidad de variables que pueden incitar a un disefio de
andamio “ideal”, las cuales se establecen en funcidn del comportamiento celular necesario para

lograr una respuesta bioldgica fisioldgica. Dentro de dichas variables se pueden mencionar:

1. La distribucién y morfologia macro y microestructural del andamio, asi como su
composicion quimica, siendo disefiado con la finalidad de imitar la estructura del tejido por

remplazar.

2. Debe poseer propiedades mecanicas semejantes al sitio de implantacion para soportar las

cargas biomecanicas durante la regeneracion del tejido a substituir.
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3. No debe inducir algun tipo de respuesta adversa al organismo receptor y finalmente,

4. Su manufactura debe de ser controlada y estandarizada con la finalidad de que los lotes

generados presenten las mismas propiedades entre si [40-41].

Como se puede concluir de los puntos anteriores, cada tipo de tejido tiene requerimientos
especificos que deben cumplirse para lograr su regeneracion, tal es el caso del tejido de la
membrana cutanea, el cual posee ciertas caracteristicas mecanicas y morfoldgicas que le
permiten llevar a cabo sus funciones. Obtener un andamio que permita la reparacion de dicho
tejido a partir del biomimetismo, constituye un reto actual.

Andamio

Células [ . ) )
=2 Biomoléculas
da; 7 () potencializadoras

*} Constructo

Implantacién in-vivo

Nuevo

Tejido osep
Cartilago
Tejido hepatico
Intestinos

Urétra

Membrana cutanea

Figura 1.1 Esquema representativo de los componentes fundamentales para la ingenieria tisular.
Basado en el reportado por Langer y Vacanti en 1993 [36].

1.2 Sistema tegumentario
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Se denomina tegumento, sistema tegumentario o integumentario (del latin: integumentum =
proteccion), a la organizacion estructural de tejido cutaneo responsable de proteger y separar la
organizacion interna del medio ambiente externo; ademas de permitir interactuar entre si,
fungiendo en ocasiones como exoesqueleto (Fig. 1.2). Entre sus principales funciones se
encuentran: la absorcion de radiacion solar (principalmente en la region del ultravioleta del
espectro electromagnético) para la sintesis de vitamina D, el control del conjunto de fendmenos
de autorregulacion como la temperatura corporal, evitar la deshidratacion, la vigilancia
inmunoldgica, precepcion sensorial, entre otras [3-5,13,31,41,42]. El sistema tegumentario
representa el constituyente anatomico-estructural de mayor extension y peso en los humanos
recubriéndolo por completo, tanto externamente como en numerosas cavidades internas,
teniendo un valor del 15% de su peso total. EI tegumento se encuentra constituido por la
membrana cutanea; comunmente conocida como piel y por anexos o faneras cutaneos; los
cuales son una serie de estructuras (vellosidad, glandulas sebaceas, sudoriparas, ecrinas y
estructuras convexas queratinizadas, cominmente conocidas como ufias) derivadas de los

mismos esbozos embrioldgicos [5-7].

Para realizar sus funciones especializadas, la membrana cutanea debe cumplir algunos
requerimientos basicos, como la semipermeabilidad, brindada por el epitelio. Ademas, necesita
estar dotada de resistencia mecanica, proporcionada por un entramado de apoyo generado a
partir de los componentes de la MEC segregada por los fibroblastos. Mas aln, requiere una
precisa y continua irrigacion sanguinea para el transporte de substancias, siendo la principal via
de acceso de las células inmunitarias de la piel. Finalmente se sabe que las fibras nerviosas son
necesarias para transmitir informacion hacia el sistema nervioso central, ademas de distribuir
sefiales en direccidn opuesta, por ejemplo hacia las glandulas y mdsculos que se ubican en ella
[9-12]. La piel esta constituida por tejidos de origen embrioldgico y estructura tisular distintos,
la seccion superficial de la membrana cutanea se desarrolla a partir del ectodermo del embrién,
propiciando el nacimiento de la capa denominada epidermis, seguida por la seccion cuyo origen
embrioldgico proviene del mesodermo, nombrada como dermis (cutis). Algunos autores
mencionan que existe una tercera capa conocida como hipodermis o tejido subcutaneo
[3,42,43]. La epidermis es la cubierta méas externa de este 6rgano, constituido por seis estratos

(cérneo, lucido, granuloso, espinoso y germinativo o basal) y dos grupos celulares distintos
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(células no dendriticas o queratinocitos y células dendriticas como los meloncitos y células de
Langerhans), aunque también se encuentran los linfocitos que arriban a la epidermis para
intervenir en las etapas iniciales de la respuesta inmunoldgica del organismo. Esta capa carece
de irrigacion sanguinea y de inervacion propia. La diferenciacion y especializacion de la
epidermis radica en sus corpusculos, tieniendo como fin principal generar una poblacién
superficial de celulas muertas de abundantes filamentos intermedios de queratina, dentro de los
cuales se deposita cierta cantidad de lipidos para formar esta seccion de la membrana cutanea,
carente de CLG [3,42—44]. La dermis es la seccion conjuntiva de la piel, esta capa se encuentra
estructurada por dos estratos de tejido conjuntivo fibroso yuxtapuesto entre si, pero sin limites
especificos (al estrato superficial se le conoce como papilar y al mas profundo como reticular).
El estrato papilar se encuentra constituido por tejido conjuntivo laxo, integrado por haces finos
y entrecruzados de fibras colagénicas (tipo 1y tipo I1) y elastina. Es conocido de esta manera
debido a que genera una serie de elevaciones llamadas papilas conjuntivas que se introducen
entre prolongaciones epiteliales de la epidermis, confiriéndole un aspecto irregular a la linea de
unién entre epidermis y dermis. El estrato reticular es el mas profundo y el de mayor grosor,
integrado por una malla de tejido conjuntivo denso irregular. Esta seccién, se encuentra
extensamente vascularizada e inervada, siendo penetrada por capilares sanguineos, a través de
las papilas conjuntivas hasta el limite dérmico-epidérmico, liberando alli sustancias nutritivas
necesarias para el metabolismo de las capas mas profundas de la epidermis. Tanto en el estrato
papilar como en el reticular, se presentan terminaciones nerviosas que captan sensaciones de
dolor o diferentes intervalos de temperatura de tacto fino (a partir de los discos de Merkel y los
corpusculos de Meissner) y de tacto profundo, o de presion (censado por los corplsculos de
Vater Paccini). Finalmente, la hipodermis (constituida por tejido conjuntivo laxo), que sirve de
unién flexible entre la membrana cutanea y los tejidos subyacentes. Contiene tejido adiposo en
cantidades variables, ademéas de abundantes vasos sanguineos de calibre mayor que en la
dermis. En ciertos casos es posible encontrar en esta capa las secciones mas profundas de los
foliculos pilosos y de algunas glandulas sudoriparas, siendo su principal funcién la

amortiguacion térmica y mecanica [3,42,43]

27



- =

o e }- Estrato cérneo

— }- Estrato granuloso

l
|
!
|
i
|
\

Queratinocitos | K 2
Epidermis
» Estrato espinoso g =R

Melanocitos

l

= Estrato basal

[

i

!

|

' |

Membrana basal |
J |

/
o

MEC

S - D i
Fibroblastos em——in e i
: <o

e L]
q - e
Vaso sanguineo «—— & ol o ¢ 4"# o | |

F N 9 § N .

Adipocitos e—0 — ﬂ x \ Ll‘ ) i

B Sty 2\ p -~ Hipodermis
Figura 1.2. Esquema representativo de las secciones de la piel humana. Basado en el reportado
por Long en 2015 [31].

1.3 Remodelacion de la membrana cutanea

Al momento de existir lesiones traumaticas que comprometen la integridad de la membrana
cuténea, se genera un proceso dindmico denominado cicatrizacién o remodelacion (Fig. 1.3),
que consta de cuatro fases interconectadas y dependientes de la activacion y accion celular que
estimulan el crecimiento y reparacion del tejido. La primera fase conocida como coagulacion,
comienza a los 15 minutos posteriores a la interrupcion de la membrana cutanea, su funcion es
evitar la pérdida de fluido sanguineo por medio de la formacion de una masa conglomerada
semisolida de sangre denominada coagulo. Esta fase se caracteriza por el aumento de la
permeabilidad vascular, la vasodilatacion y el aumento de la salida de plasma sanguineo. En
este punto se produce la activacion celular, asi como la mediacion y andamiaje para las células
que promueven la siguiente fase y la regeneracion de la membrana cutanea [45-47].

La segunda fase denominada inflamacion presenta su inicio temporal hacia el minuto 16 y

presenta una duracién de seis a diez dias, en un proceso inflamatorio fisioldgico [47]. Se genera
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Ccomo una respuesta protectora que intenta destruir o aislar agentes patdgenos para el tejido,
mediante la remocion de células afectadas. Cabe mencionar que sin la remocion de tejido
celular dafiado no es posible iniciar el proceso de generacion de nuevo tejido mediante la
activacion de los queratinocitos y fibroblastos. Por otro lado, en esta fase se generan el factor
transformante de crecimiento tipo beta (TGF-B) y factores derivados de plaquetas (PDGF), los
cuales estimulan la quimiotaxis de monocitos, neutréfilos y fibroblastos, células clave para la

generacion de la fase que se describe a continuacion.

La tercera fase conocida como proliferacion, es la precursora de la maduracion de la membrana
cutanea, e inicia los primeros dos a tres dias posteriores a la generacion del trauma, teniendo
una duracién de 15 a 20 dias. El objetivo de esta fase es generar una barrera protectora, con la
finalidad de aumentar los procesos regenerativos y evitar el ingreso de agentes nocivos,
cicatrizando por la activacion de dos grandes procesos: la angiogénesis y migracion de
fibroblastos. Estas facilitan la formacion de una MEC provisional, que proporciona una
andamiaje para la migracion celular y la sintesis de una MEC madura [43-45]. En la primera
etapa de la fase de proliferacién, la migracion de los fibroblastos a la zona afectada induce la
deposicién de MEC fibrilar, la cual presenta fibronectina. Conforme transcurre el tiempo
(especificamente a la primera semana), estas mismas células generan una cantidad considerable
de CLG, glicosaminoglicanos y proteoglicanos en respuesta a los estimulos producidos por los
factores de crecimiento de la fase inflamatoria. Es preciso destacar que en esta penultima fase,
la célula dominante es el fibroblasto, que al generar factores de crecimiento de queratinocitos
y en conjunto con las endoteliales, proliferan y promueven la produccién de factores de
crecimiento autocrinos para mantener su funcion en el endotelio. Para la cuarta y Gltima fase
conocida como maduracion, se llevan a cabo procesos que tienen por objetivo organizar la MEC
presente en la membrana cuténea, y de esta manera recuperar las caracteristicas bioquimicas y
mecanicas del tejido que forma la cicatriz. Este fendmeno sucede debido a la contraccién de la
herida, generada por los miofibroblastos y la organizacion de los paquetes de CLG. Esta Gltima
inicia simultdneamente con la sintesis de MEC en la fase de proliferacion y puede durar entre
uno y dos afios, dependiendo la extension y caracteristicas de la lesion, esperando que para el
primer afio, la membrana cutanea recupere un ochenta por ciento de la integridad mecénica

previo al trauma [46]. Por lo anteriormente expuesto, se puede deducir que cuando el proceso
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de remodelacién de la membrana cutéanea se ve interrumpido, ya sea por alguna causa interna
0 externa, se produce una falla en la cicatrizacion, dando como resultado un proceso de
cicatrizacion parcial, nulo, o incluso tener como consecuencia un crecimiento desmedido del
tejido cicatricial, denominado queloide [48]. Tal como se menciona anteriormente, para estos
casos se han desarrollado biomateriales capaces de servir como andamios celulares que puede
apoyar o incluso activar diferentes células para conducir o inducir una continta remodelacién

de este tejido; a continuacion, se describen con mayor precision.

Coagulacién

e
/TN

—— — e

Maduracion - E -+ ¢ Inflamacion

\ o /

Proliferacion

Figura 1.3. Esquema representativo del proceso de reparacion de heridas cutaneas. Basado en
el reportado por Pereira en 2013 [46].

1.4 Andamios tegumentarios

En IT, un andamio se define como aquella estructura tridimensional obtenida a partir de
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materiales biocompatibles, que proporcionan soporte estructural y entorno fisico para las
células, promoviendo su proliferacion, crecimiento, migracion y respuesta a sefiales especificas
que les permitan un desarrollo progresivo [13,36-39]. La gran mayoria de los biomateriales
utilizados para la generacion de andamios con aplicacion en ingenieria tisular, son de tipo
polimérico, ya sea de origen sintético o natural [9-12, 14-18, 21-34, 40, 42]. Estas estructuras
tienen por objetivo imitar a la MEC, por ejemplo, sus propiedades mecénicas en cuanto a su
rigidez y elasticidad asociadas con las funciones tisulares, proporcionar activamente sefiales
bioactivas a las células residentes para la regulacion de sus actividades, actuar como un
reservorio de factores de crecimiento y potenciar sus bioactividades, presentar una composicion
quimica viable para su aplicacion, entre otras. Por lo tanto, debido a la complejidad de estos
requisitos, el disefio y procesamiento de andamios en la mayoria de las ocasiones cumple
parcialmente con su objetivo [1, 2, 9-12, 14-18, 21-34, 40, 42].

En cuanto al tejido tegumentario, a lo largo del tiempo se han planteado diversas estrategias
para la sintesis y procesamiento de andamios, cuyas particularidades actualmente van desde
proponer distintas geometrias utilizando tecnologia de bioimpresién 3D [49,51], a obtener
fibras con tamafio micro y nanométrico aprovechando la técnica de electrohilado [5]. Todos
ellos con el objetivo de llegar a biomimetizar el tejido tegumentario [37,3,5,31,52], sin embargo
estas herramientas dependen en su gran mayoria de factores como la calidad del disefio de la
estructura a generar, ademas de factores técnicos. Es por esta razon que es vital buscar
alternativas para generar dichas estructuras. Actualmente, han surgido diversas propuestas en
aras de emular la macroestructura del tejido tegumentario, utilizando distintas técnicas de
descelularizacién de MEC proveniente de piel humana para su aplicacion como aloinjerto y de
tejido tegumentario de origen animal como xenoinjerto, los cuales presentan en general una
composicion bioquimica similar a la membrana cutanea, ya que se encuentran compuestos
principalmente de polimeros colagénicos [4,6,13-16,31]. A pesar de esto, la disposicion de
donacion de dérganos es escasa, aunado al control cada vez mas estricto del uso de tejidos
animales procedentes de ganado porcino y bovino, debido a las EEB y EET, convirtiéndose en
potenciales vectores virales que podrian ser transmisibles a humano. Lo anterior, incrementa la
complejidad de utilizar este tipo de fuentes animales para la obtencion de andamios polimericos

a base de CLG. Aunado a esto, recientemente Widdowson y colaboradores [28], aprovechando
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modelos in vivo realizaron pruebas histolégicas comparando los efectos de andamios de CLG
obtenidos de diferentes especies, en funcién de la inflamacion, necrosis, fibrosis y
neovascularicacion causada por éstos, concluyendo que andamios provenientes de organismos
de la clase Scyphozoa; especificamente de la especie R. pulmo, son prometedores para

aplicaciones médicas, presentando propiedades al menos similares que la CLG bovina.

1.5 Colagena

La CLG (Fig. 1.4) es uno de los polimeros que se encuentran en mayor presencia y distribucion
en la MEC de tejidos animales, tanto vertebrados como invertebrados [17,18,42,52]. Siendo
constituida por un conjunto de tres cadenas a-polipeptidicas (1000 aminoacidos por cadena),
agrupadas en una estructura entrelazada de tipo helicoidal. Cabe resaltar que esta estructura es
la responsable de la rigidez y la resistencia de las fibras presentes en este biopolimero
[10,12,53]. La glicina (Gli) constituye una tercera parte de los aminoacidos presentes en cada
cadena, caracteristica Unica entre todas las proteinas de los organismos. La repeticion de 333
tripletes Gli-X-Y, conforman la estructura de cada una de las cadenas. En posicion X se
encuentra (en la mayoria de los casos) la prolina y en posicion Y, se encuentran la
hidroxiprolina o la hidroxilisina, dos aminoacidos que no son abundantes en la constitucién de
otro tipo de proteinas (Fig. 1.4). Existen al menos 31 tipos de CLG fibrilares conocidas hasta
el momento, cuyo origen se encuentra en funcion de la estructura de las cadenas polipeptidicas
0 cadenas alfa presentes en su estructura. Ejemplos de éstos incluyen la CLG tipo | [al ()2 a 2
(D], siendo el principal componente de huesos, piel, tendones, ligamentos, cornea y 6rganos
internos, cuyo porcentaje representa el 90% de la CLG corporal; la CLG tipo Il [al (1)]s que
comprende la composicion fibrilar del cartilago, disco intervertebral, notocorda y humor vitreo
del ojo; la CLG tipo Il [al (I11)]s, que compone las fibrillas secundarias presentes en piel,
vasos sanguineos y 6rganos internos; CLG tipo V, fibrilinas compuestas por [al (V)]2 a2 (V)
y al (V) a2 (V) a3 (V)], que comprende tejidos similares a los que se componen de CLG tipo
I, entre otros [12-28].

32



0

()
00

Q

Figura 1.4. Estructura de triple hélice de la CLG: a) vista a lo largo del eje molecular (solo
carbono), que muestra las rutas de las cadenas polipeptidicas individuales y las ubicaciones de
los residuos en los trios Gly-X-Y (G = Gly), b) vista desde un lado (molécula inclinada hacia
el lector en la parte superior, representacion llena de espacio), mostrando el giro helicoidal a la
derecha, ¢) esquematizacion de un segmento de triple hélice de cadena o de CLG, d) moléculas
de tropocolageno ensambladas. €) fibrilla de CLG que varia de 10 a 300 nm de diametro y f)
fibrillas de CLG agregadas que forman una fibra de CLG con un didmetro que varia desde 0.5
a 3 um, mostrando el patron repetitivo intrafibrilar con dimensiones de 364 nm (secciones en

color gris claro y oxford). Basado en el reportado por Bareil en 2010 [54].

Las caracteristicas estructurales y de composicion han posicionado a la CLG como uno de los
biopolimeros de mayor auge e importancia en la IT de la membrana cutanea [5,9,54], debido
a que es un polimero biodegradable, biocompatible y mejora la proliferacion celular y la
reparacion de heridas [3,43,55], segun el departamento de Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés US Food and Drug
Administration). Sin embargo, a pesar de la existencia de biomateriales colagénicos utilizados
como andamios para la reparacion y regeneracion de este tejido, dichos andamios aln se
encuentran lejos de poder ser viables econdmicamente para la mayoria de los pacientes.

Una alternativa para la generacion de andamios de CLG es aprovechar organismos de origen
marino, como la clase Scyphozoa a la cual pertenece C. xamachana [24, 26, 28-34], debido a

gue en nuestro pais se encuentra en gran presencia, particularmente en la peninsula de Yucatan
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segun un estudio propuesto por Lara y colaboradores [34], en donde se describe la reparticion
y profusion oficial del organismo en la laguna costera de Chelem. Por esta razon, utilizar
técnicas de procesamiento y sintesis accesibles de biomateriales a base de polimeros
colagenicos de origen marino [17-27,56] con aplicacion en ingenieria tisular, es importante

para la generacion de andamios que impactarian de manera positiva a la salud humana.

1.6 Polimeros colagénicos de origen marino

La diversidad bioldgica, quimica y de materiales del ambiente marino es un recurso
extraordinario para el descubrimiento de nuevas aplicaciones para la extraccion y generacién
de biomateriales (biopolimeros, bioadhesivos, etc.). Los avances tecnologicos recientes en la
guimica de materiales bioinspirados, ensayos bioldgicos y biomiméticos, han generado un auge
notable en la bioprospeccion y evaluacion a nivel preclinico y clinico de varios tipos de
biomateriales [17-24,24-27,56], prueba de ello es el establecimiento de empresas como
Jellagen Marine Biotechnology® [28,30]. Con respecto a la obtencién de polimeros
colagénicos de origen marino, Song y colaboradores. [56] en 2006 obtuvieron andamios de
CLG, aprovechando la mesoglea de la medusa Stomolophus nomurai meleagris, utilizando la
técnica de extraccion por maceracion y precipitaciones &cidas. La CLG obtenida es
biocompatible en ensayos in vitro con diversas estirpes celulares (fibroblastos humanos, células

endoteliales, etc.).

Derivado de estas investigaciones, se ha incrementado el desarrollo de metodologias
alternativas, aprovechando diversas fuentes de biopolimeros, tales como de origen marino [17—
24,24-27,56]. Asi mismo, se han propuesto nuevas alternativas que buscan mejorar las
propiedades mecanicas y de degradacion de los andamios obtenidos con polimeros de origen
marino [20,25]. De esta manera, se ha logrado la generacion de materiales compuestos, con una
matriz polimérica de CLG y cargas de alginato de sodio [20], andamios con mayor estabilidad
estructural y quimica utilizando técnicas de entrecruzamiento con luz ultravioleta [25] con
aplicacion en la regeneracion de tejido tegumentario, entre otras [3-5,13,31,41,42]. De manera
conjunta, para mejorar el proceso de regeneracion del tejido tegumentario, se ha propuesto

utilizar sobre los andamios células troncales mesenquimales, debido al potencial que tiene esta
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linea celular en los procesos de reparacion y regeneracion dérmica [27]. A pesar del gran auge
en la investigacion para la generacion de biomateriales de tipo colagénicos en la basqueda de
su aplicacion en ingenieria tisular utilizando organismos de origen marino, son nulos los
trabajos que aprovechen a la medusa invertida C. xamachana. Ademas, es preciso constatar que
el procesamiento de los andamios aprovechando a C.xamachana como materia prima en el
desarrollo de esta investigacion, se basa en la descelularizacion de tejidos, con la finalidad de
preservar el microarreglo estructural y la composicion polimérica de la MEC de la especie [32].
Més aun, el proceso de descelularizacion en medusas es aun una técnica no utilizada en el
aprovechamiento de la micro-arquitectura presente en la MEC de estos organismos, la cual
pretende mimetizar la topografia y arquitectura de la piel humana.

1.7 Cassiopea xamachana

La especie C. xamachana es un organismo perteneciente al phylum Cnidaria, al subphylum
Medusozoa clasificado en la clase Scyphozoa, familia Cassiopidae. Presentan a lo largo de su
vida un tipo de reproduccion con alternancia de generaciones o ciclo metagenético, es decir en
general, poseen una fase con tipo de reproduccién sexual en la etapa medusa, caracteristicas
por su movimiento por medio de hidropropulsion y una fase con reproduccién asexual en la
etapa pdlipo (sésil), aunque particularmente exhiben otro tipo de fases como la efira, planula,
escifostoma, entre otras (Fig. 1.5). El ciclo comienza con la reproduccion sexual (Fig. 1.5, ciclo
1) cuando las medusas adultas liberan sus gametos en la columna de agua. Alli, los 6vulos
fertilizados con esperma se convierten en ciliados larvales de vida libre Ilamados planulas. Una
vez que las larvas que nadan identifican un sustrato adecuado, se asienta y se desarrolla en un
escifostoma. La etapa final se produce una vez que en esta fase ha adquirido a sus simbiontes
denominados symbiodiniums, los cuales son algas, lo que desencadena la metamorfosis
conocida como estrobilacion y consecuentemente la formacion de la fase efira. Las efiras se
liberan en la columna de agua creando una medusa de vida libre. En el componente asexual
(Fig. 1.5, ciclo 2), el escifostoma desarrolla un brote que se libera al medio ambiente en forma
de larva (Gemacion). Se asienta y se transforma en un nuevo escifostomay el ciclo se perpetua.

Paralelamente, a medida que se libera la efira (Fig. 1.5, ciclo 3), puede regenerarse en un
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escicistoma recien formado (lineas punteadas) e ingresar a la parte asexual del ciclo.

Fase Efira Fase Medusa

Larva Planula

:: Estrobilacién /Estrobnlamon
. fardia temprana

. v
\, Regeneracnon d -
Escifostoma ).I "~ Gemacién

Figura 1.5. Ciclo de vida de C. xamachana. Basado en el reportado por Cabrales en 2017 [57].

C. xamachana es un organismo dipoblastico, lo que quiere decir que su blastula tiene la
condicion de poseer solo dos hojas embrionarias, ectodermo y endodermo. Presentan un nivel
de construccion tisular, sin 6rganos, contando con una estructura anatémica constituida
principalmente por tres secciones; la epidermis, de origen ectodérmico, estructurada por MEC,
células epiteliomusculares y células indiferenciadas capaces de formar cualquier otro tipo
celular; la gastrodérmis, un epitelio de origen endodérmico que tapiza la cavidad gastrovascular
con canales radiales que funcionan principalmente como transporte para las células nutritivo-
musculares. Finalmente, la mesoglea, es una capa viscoelastica intermedia situada entre la
epidermis y la gastrodermis, cuya funcion es la formacion de un esqueleto hidrostatico

[33,34,58,59], brindando un soporte especial a este tipo de organismos [Fig. 1.6 a)].

Es preciso destacar que los organismos pertenecientes a este grupo se caracterizan por tener

una mesoglea de dimensiones considerables, en comparacion con otras clases. El arreglo
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microestructural, se encuentra constituido por una red fibrosa en donde destaca su organizacion
y direccion de crecimiento de distintos nexos fibrilares en eje oral-aboral, siendo las principales
las presentes en el endodermo (en), la exumbrella (ex), las fibras finas (ff), el masculo de
natacion subumbral (mu), las fibras tangenciales gruesas (tf) y las fibras verticales gruesas (vf).

Presentando en la imagen las escalas de longitud caracteristicas. [Fig. 1.6 b].

Finalmente, la literatura indica que este organismo presenta una distribucion abundante en
zonas de manglar de los trépicos, asi como de areas de arrecifes y en algunas zonas costeras de
profundidad media [33,34,58]. Sus poblaciones son amplias, las cuales se albergan en nuestro
pais en el Caribe Mexicano y Golfo de México principalmente, siendo un organismo interesante

para su estudio y aplicacion para la generacion de biomateriales.
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Figura 1.6. Esquema representativo de C. xamachana. a) las estructuras principales de C.

xamchana. Las caracteristicas mas destacadas para este estudio son la campana y sus

subsecciones (Epidermis, mesoglea y gastrodermis). Basado en el esquema propuesto por

Hamlet en 2011 [59]. b) Vista esquematica de la organizacion de red fibrosa de la mesoglea de

C. xamachana. El diagrama nos muestra los tamafios reales de las diversas estructuras. (Flechas

verticales) Direccion del eje oral-aboral. Escalas de longitud caracteristicas y red de

arquitectura de fibrosa mesogleal para medusas adultas (sélidos) y medusas juveniles

(sombreadas). Endoderm (en); exumbrella (ex); fibras finas (ff); musculo de natacion

subumbral (mu); fibras tangenciales gruesas (tf); fibras verticales gruesas (vf). Figura adaptada

de Gambini y colaboradores [60].
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1.8  Procesos de descelularizacién

El proceso de descelularizacion, como una herramienta para la generacion de constructos de
andamiaje dentro de diferentes areas de la ingenieria tisular, nace del aprovechamiento de la
MEC presente en los propios tejidos de origen humano o animal, en donde eliminando por
medio de ciertos detergentes y compuestos quimicos el material celular potencialmente
inmunogénico, se obtiene un andamio biocompatible para el crecimiento celular y vascular del
huésped, donde la complejidad del conjunto de moléculas y proteinas que los conforman son
muy similares a las del tejido pensado para su aplicacion. El desarrollo de apdsitos de
bioingenieria de diferentes capas de la membrana cutanea cobr6 atencion en 1981 cuando
Connor y colaboradores [61] demostraron el primer caso de éxito de un autoinjerto epitelial
cultivado (CEA), siendo un nuevo enfoque para obtener injertos epidérmicos para la época, los
cuales se han utilizado en la reparacion de quemaduras graves hasta el dia de hoy. En dicho
trabajo se cultivaron células epidérmicas en la membrana cutanea aut6loga de dos pacientes
para su posterior insercion y reparacion de quemaduras. A partir de esta investigacion, se han
reportado distintas metodologias y tipos de técnicas de descelularizacion [32,62-64], dentro de
las que destacan: a) Decelularizacion por temperatura, colocando tejidos por debajo de 0 °C, de
forma que las células sufran apoptosis y rompimiento estructural debido a la formacion de la
cristales de hielo intracelulares que fragmentan la membrana celular. b) Decelularizacion
mecanica, generar un reactor con agitacion, de manera que se forza la irrigacién con el liquido
descelularizante alrededor del tejido, en donde por medio de mecanismos de difusion, provoque
lisis celular, facilitando la exposicidn quimica y eliminacion de material celular; c) Perfusion,
que consiste en introducir de manera lenta, pero continla el detergente en el tejido a través del
lecho vascular, facilitando la exposicion quimica y la eliminacion de material celular. Todas
ellas, siendo aprovechadas utilizando distintas disoluciones con agentes quimicos que
interactlen con las células y eliminan los residuos celulares fuera del érgano, dentro de los
cuales podemos mencionar: Enzimas de tipo nucleasas, detergentes aniénicos, cationicos y no

iGnicos por su versatilidad y propiedades.

Los detergentes para este tipo de aplicaciones, se encuentran formados por moléculas

anfipaticas que rompen las interacciones hidrofébicas de la membrana celular al intercalarse
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dentro de la bicapa fosfolipidica y de este modo poder solubilizar lipidos y proteinas. Funcionan
como un disolvente bifésico, en donde la seccion hidrofébica de una molécula de detergente es
atraida hacia las cadenas hidrocarburadas, para posteriormente mezclarse con facilidad,;
finalmente la parte hidrofilica es atraida fuertemente hacia el agua. Los detergentes anidnicos
como el dodecilsulfato de sodio (SDS), contienen un grupo cargado; los detergentes no iénicos
como el Tritén X-100, carecen de grupos cargados. A concentraciones bajas (< 10% v/v), los
detergentes se disuelven en agua como moléculas aisladas, en donde si la concentracion
comienza a aumentar, las moléculas empiezan a formar pequefios conglomerados esféricos
micelares, en los cuales las partes hidrofilicas de las moléculas se orientan hacia el exterior y
las partes hidrofébicas se agrupan en el centro, teniendo un efecto negativo en el proceso de

descelularizacion.
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Capitulo 2
SECCION EXPERIMENTAL

La metodologia utilizada en la elaboracion de este trabajo se resume en esta seccion con los

siguientes topicos:

2.1 Muestreo dirigido.

La laguna de Chelem es una laguna poco profunda (1,4 m de profundidad promedio), mide 14,7
km de largo por 1,8 km de ancho maximo, con una superficie total de 15 km?, ubicada en la
costa norte del estado de Yucatan en el Golfo de México (Fig. 2.1). Esta conectada al mar por

una abertura artificial de 225 m de ancho que sirve como acceso al Puerto de Yucalpeten.
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Figura 2.1. Laguna costera de Chelem vy el sitio de estudio (sefialado con el nimero 1),

modificado a partir de [65].
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Los organismos de la especie C. xamachana se colectaron en los meses de diciembre de 2017
a abril de 2018, utilizando una técnica de captura de tipo aleatorio, seleccionando aquellos que
presentaran un peso aproximado de 150-200 g y 15-20 cm de diametro radial. Se realizaron 16
lotes durante los meses de captura, constando de 7 organismos por lote, esto con la finalidad de
estandarizar la técnica de procesamiento y obtener las muestras para su posterior analisis
fisicoquimico y bioldgico. Para el desarrollo y estandarizacion de la técnica, se capturaron un
total de 112 organismos utilizando el permiso de colecta registrado ante la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales SGPA/DGVS/011043/17.

En la misma zona de colecta cada espécimen es seccionado, separando la campana (estructura
de la zona aboral) de la ropalia, manibrio, brazos orales y apéndices (estructuras pertenecientes
a la zona oral). Esto con la finalidad de recopilar sélo la campana, estructura que sera utilizada
para la generacion de los andamios tegumentarios. El traslado se realiza con agua marina
filtrada utilizando una malla de algoddn, con una concentracion salina de 45.6 ups (unidades
practicas de salinidad) y un pH de 5.2 en recipientes herméticamente sellados a temperatura
interna de entre 25° a 35°. Estos parametros fisicoquimicos son importantes, debido a que C.
xamachana necesita de salinidad marina hiperalina y un pH ligeramente acido para sobrevivir
[66].

2.2 Proceso de descelularizacion para la obtencion de andamios.

Una vez colectados los organismos, se procedio a realizar el proceso de descelularizacion (Fig.
2.2), mediante el uso de soluciones ionicas a base de sales y un detergente no iénico, tomando
como base la metodologia propuesta por Takami, Benitez y colaboradores [6,14]. Cada lote
realizado consistio de seis organismos, de los cuales la estructura de la seccién aboral
denominada campana fue inmolada con agua corriente, posteriormente sometidas a procesos
de congelacion-descongelacion a -20 °C en una solucion 1M de cloruro de sodio (NaCl) durante
24 horas, esto con la finalidad de provocar lisis celular. Las campanas son procesadas utilizando
un primer tratamiento con detergente Triton X-100, a una concentracion del 0.5% (v/v) en una
solucion 1M de NaCl con agitacion continua durante 30 min, seguido de un segundo

tratamiento con una solucion de NaCl 1M por un lapso de tiempo similar. Posteriormente, se
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realiz6 un Gltimo tratamiento con una solucion de peroxido de hidrégeno (3% v/v) por 10 min,
seguido de un enjuague abundante con agua destilada. Finalmente se colocd la estructura en
etanol con cambios graduales de concentracion (10-100% v/v, con 20% v/v de diferencia entre
cada uno) por una hora de exposicion entre cada intervalo, para conseguir su deshidratacion.
Para su resguardo, se realizaron lavados abundantes con esta solucion etilica y se resguardan a
-4°C. El peso humedo final del andamio descelularizado fue de 58 + 7 g (75 % 8 g peso inicial).

Reposo
ol. 1M NaCl -4°
120 hrs.

Inmolacion del
organismo

Lavado drenante -+— Procesamiento

y

Congelacion
Sol. 1M NaCl
-20°C 24 hrs

Descelularizacion »| Andamio

Lavado C
POH 3% viv

Conservacion
Etanol 70%v/v

Lavado B2
Triton x100
Sol. 1M NaCl

< Lavado B >
%\
Lavado A

Figura 2.2. Diagrama de procesamiento de andamios tegumentario.

Generacion de andamios: Una vez ejecutado el proceso de descelularizacion, se realizaron
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cortes cilindricos en la seccion de los canales anastomados de la campana [34], con un diametro
de 5 mm para obtener los discos utilizados en la caracterizacion fisicoquimica y en las pruebas
de proliferacion celular. Ademas, para conocer la estabilidad fisicoquimica de los andamios se

realizaron procesos de secado a 60 °C por 24 horas.

Determinacion del contenido de ADN: Para determinar el porcentaje de descelularizacion
logrado en las membranas, se cuantifico el contenido de acido desoxirribonucleico (ADN) total
aislado a partir de la MEC presente en las membranas sin realizar procesos de secado, utilizando
el método de extraccion fenolica con TRIZOL (Reagent® InvitrogenTM Life Technologies)
propuesto por Doyle, J.J. y Doyle, J.L. en 1987 [64,67]. Este método se basa en el uso de una
solucion monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina para la lisis de las células y la
separacion de la muestra en dos fases (acuosa y organica). Seguida de la extraccion y
precipitacion del ADN total con etanol e hidroxido de sodio respectivamente, a partir de la fase
organica. Para conocer la concentraciéon del ADN total se tomaron alicuotas del precipitado y
se midio la absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotometro (Nanodrop 2000) para
determinar los ng/mL presentes de ADN en los tratamientos. Estas mediciones se realizaron en
colaboracién con la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY).

2.3  Caracterizacion del andamio tegumentario

La caracterizacion de los andamios tegumentarios se encuentra dividida en cinco etapas

fundamentales, las cuales se detallan a continuacion:

Caracterizacion topografica y estructural del andamio: La microestructura y la ausencia visual
de células en los andamios descelularizados fue determinada mediante microscopia dptico de
campo claro en un microscopio invertido (Olympus), realizando tinciones con cristal violeta
(0.5%) de la MEC obtenida, asi como por medio de microscopia SEM, con un equipo marca
Jeol modelo 6360 LV de bajo vacio. Para observar la constitucion celular del andamio pre y

post tratamiento de descelularizacion, se procesaron las muestras utilizando secado a punto
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critico de COz utilizando la metodologia siguiente: Antes del secado, se fijan las muestras con
una solucion de glutaraldehido al 0.5%, para su posterior conservacion en etanol al 70% v/v.
Posteriormente se colocan las muestras en etanol al 100% dentro de unas cépsulas de
poliestireno. El secado a punto critico se consigue llevando las muestras a 7.38 MPa de presion.
Ademaés, se realiz6 un recubrimiento de oro al andamio para favorecer la conductividad

superficial, utilizando un equipo Denton VVacuum modelo Desk I1.

Caracterizacion fisicoguimica del andamio: Para determinar la composicién del andamio, asi
como el tipo de CLG presente en el mismo, se utilizd la técnica de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE). Para ello, alicuotas de 25 pg de
proteina total se resolvieron en geles al 7.5% de poliacrilamida, con un control de CLG de piel
porcina. La corrida electroforética se realizé a 80 mV en una camara electroforética Mini-
Protean 3 Cell (Bio-Rad, EE. UU.), a voltaje constante durante 1 h. Finalmente los polimeros
peptidicos fueron evidenciados mediante tincion con azul de Comassie al 4% como se ha
reportado previamente [7,16]. En cuanto a la determinacion de las propiedades térmicas del
andamio, se utilizé Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) con el software y el equipo DSC
8500 Perkin Elmer con condiciones de rampa de calentamiento 5 °C/min, en un intervalo de 0
a 180 °C. Este analisis térmico se realiz6 con el fin de conocer las temperaturas de transicion
del material debido que, al tratarse de polimeros proteicos, estos estados de transicion nos
indicaran la temperatura de desnaturalizacion de las proteinas que conforman el andamio,
principalmente CLG. Para determinar las temperaturas a las que los polipéptidos colagénicos
presentes en el andamio pierde masa, se utilizd la técnica de andlisis termogravimetrico (TGA),
con un equipo marca Perkin Elmer, con condiciones de un barrido en un intervalo: 30 a 600 °C,
con una rampa de 10 °C/min en atmosfera de nitrégeno tomando como base investigaciones
previas [8,16]. Esta propiedad se encuentra ligada con las propiedades de biodegradabilidad
que pueden presentar diferentes tipos de andamios, tanto en modelos in vivo como in vitro
[12,13]. Finalmente, como apoyo a la informacidn extraida de las técnicas de SDS-PAGE vy el
analisis térmico DSC y TGA, se analiz6 el andamio por medio de la técnica espectroscépica
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) con un equipo marca Nicolet 8700 (Thermo
Scientific Inc, USA) utilizando un promedio de 100 barridos, una resolucion de 4 cm-1, en

absorbancia, una velocidad éptica de 0.4747, en ATR/ZnSe, en un intervalo de 4000 a 600 cm”
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! Esto con el objetivo de determinar los principales modos vibracionales de los grupos
funcionales fundamentales presentes en los aminoacidos que constituyen al andamio, tomando

como base la metodologia propuesta por Del Prado y colaboradores [8].

Caracterizacion mecanica de resistencia tension del andamio: Las probetas para determinar la
resistencia a tension, tanto secas a temperatura ambiente como en horno (60 °C) por 24 horas,
son seccionadas con dimensiones de 60 mm x 11.4 mm x 0.6 mm utilizando una sierra radial
Craftsman de acuerdo L. Sang y cols. [68], con una serie de cada tratamiento de cinco probetas
(Fig. 2.3). Los ensayos se realizaron con ayuda de la maquina de pruebas universales Shimadzu
modelo AGS-X y una celda de carga de 1 kN. De igual manera, se realizaron los célculos del
esfuerzo maximo a tension (omax) y el modulo elastico a tension (E) y de acuerdo a la norma
ASTM D638-022,

Figura 2.3. Probetas de andamios tegumentarios: a) vista lateral, b) vista frontal.

2.4  Caracterizacion biologica de andamios tegumentarios
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Cultivo de fibroblastos humanos. Como modelo experimental se utilizaron fibroblastos
derivados de piel humana. Las muestras fueron obtenidas de pacientes sanos que acudieron al
servicio de dermatologia del Centro Dermatoldgico de Yucatan y que accedieron a participar
libremente en el protocolo y firmaron la carta de consentimiento informado (Anexo A). Las
células se cultivaron en frascos de cultivo de 75 cm? de superficie (BD Falcon™), como medio
de cultivo se utiliz6 DMEM alto en glucosa (CAISSON D5796) suplementado con antibiotico-
antimicético (100 U/mL de penicilina G, 100 g/mL de estreptomicina -CAISSON A5955) y
suero bovino fetal (SBF) (CAISSON F9665) al 10%. Los medios de cultivo fueron renovados
cada tercer dia. Una vez alcanzado el 80% de confluencia celular, se lavaron con PBS estéril y
se incubaron en 1.5 mL de una solucion de tripsina 0.25% a 37 °C durante 3 min para disgregar
las células, inhibiendo las uniones focales de integrinas en la superficie de los frascos de cultivo.
Cuando las células se desprendieron de la superficie de los frascos de cultivo, se procedié a
inactivar la tripsina utilizada mediante adicién de 1.5 mL de medio de cultivo DMEM.
Posteriormente, la solucion inactivada en la cual se localizaban las células desprendidas, se
centrifug6 a 1200 rpm durante 10 minutos para obtener el boton celular. EI boton obtenido se
resuspendio en 7 mL de medio DMEM vy las células se utilizaron para los ensayos de
proliferacion y adhesion.

Determinacion de la proliferacion celular. La proliferacion celular fue determinada en placas
de 96 pozos a los cero, tres y siete dias de cultivo (t0, t3 y t7 respectivamente) con una densidad
celular de 5 X 10° células/mL. El seguimiento de la proliferacion celular se realizé utilizando
el reactivo Alamar Blue™ (AB). El seguimiento de la proliferacion se basa en la deteccion de
la reduccion mitocondrial de la resazurina (compuesto nitrogenado con tonalidad azul) a
resorufina (compuesto rojizo). Esta reaccion de 6xido-reduccién sélo tiene lugar en las células
viables. Para los ensayos con los andamios se realiz6 un seguimiento de la absorbancia a 570-
600 nm con el equipo Cytation 3, Marca BioTeK. Como control positivo se utilizaron
fibroblastos con medio (C+), al control negativo se le agrego una solucién con SDS en PBS al
10% v/v (C-). Finalmente se colocd una muestra sin descelularizacion como control de la

prueba (Tejido nativo).
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Determinacion de la adhesion celular. Para analizar la capacidad de los andamios obtenidos
para promover la adhesion celular, muestras de los andamios cultivados con fibroblastos a los
0, 3y 7 dias de cultivo, fueron fijados en glutaraldehido al 4% y procesadas utilizando secado
a punto critico de dioxido de carbono (CO2) con un equipo Samdri modelo 795 para obtener

los datos de microscopia SEM.

2.5  Analisis estadistico

Cada una de las pruebas de esta investigacion, se realizaron por triplicado. Los resultados se
presentan como el promedio * desviacion estandar. La diferencia estadistica se evalud
mediante: ANOVA de una via con prueba de Tukey para la determinacion de la cantidad de

ADN presente en las muestras.

En cuanto al ensayo de biompatibilidad se realiz6 un andlisis estadistico factorial general con
la finalidad de comparar la significancia de viabilidad celular (medida por la absorbancia) en
funcién de dos factores, el tiempo de proliferacion y los tratamientos realizados. Los niveles de
la variable “tratamientos” son el C+, C-, el andamio tegumentario (+Dcel) y el tejido nativo de
la medusa invertida (-Dcel). Se considera estadisticamente significativo cuando p < 0.05. Para

el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 el programa Minitab VV16.1
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Capitulo 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1  Porcentaje de descelularizacion de andamios tegumentarios

En la figura 3.1 se muestra el grafico de barras de los ng/mL de ADN presente en cada muestra,
en donde en general se observa una evidente diferencia en la media entre +Dcel y -Dcel. La
comprobacion estadistica de los resultados, muestra con un 95% de confianza que +Dcel se
encuentra descelularizado en un 70%, en comparaciéon con -Dcel, por lo que la diferencia
observada es estadisticamente significativa (p<0.05) (Anexo B). Este hallazgo es congruente
con la literatura, dado que se estima que el porcentaje de descelularizacion minimo permitido
para aprovechar este tipo de andamios en aplicaciones de IT debe ser de entre un 70% a un 80%
[32,64].
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+Dcel -Dcel
Tratamientos

Figura 3.1. Gréafico de barras de la cuantificacién de ADN presente por muestra. Las barras

corresponden a la desviacion estandar de 3 muestras p<0.05.
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3.2  Caracterizacion topografica y estructural del andamio tegumentario

A través del andlisis topografico de los andamios tegumentarios obtenidos, se pueden apreciar

los efectos de la descelularizacion sobre la estructura de la campana de la medusa invertida.

En la figura 3.2 es posible observar las micrografias Opticas obtenidas de —Dcel a diferentes
acercamientos. En el primer caso, [Fig. 3.2 a)] se aprecia la composicion tisular y celular, en
donde los canales radiales (C) e interradiales (Cl) son claros [34,58]. Al realizar un
acercamiento mayor, [Fig. 3.2 b)] es posible percibir estructuras ovoides, las cuales
probablemente correspondan a organismos unicelulares fotosintéticos simbiontes denominados
zooxantelas (Z) encontrados dentro de la mesoglea, debajo del epitelio sub-umbral de la
campana [69]. Ademas, es evidente la presencia de pliegues de tejido epitelial (T) bien

organizado [Fig. 11 b, c y d)].
De acuerdo a Gambini y colaboradores, y Brusca y colaboradores [58,60] se trata de estructuras

epitelio-musculares o mioepiteliales (M), encargadas de la constitucion del soporte tisular en

los organismos pertenecientes al phylum Cnidaria.
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Figura 3.2. Secciones tisulares del andamio nativo (sin descelularizar). La micrografia: a)
muestra las secciones tisulares y celulares de la campana denominados canales radiales (C),
canales interradiales (CI). b), se muestran los simbiontes denominados zooxantelas (Z), ¢ y d)
las células mioepiteliales (ME), ademas de las secciones del tejido epitelial (T), resaltado con

tincion de cristal violeta, escala de: a) 4 mm, b) 1.6 mm y c-d) 0.4 mm.
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En la figura 3.3 se muestran las micrografias Opticas obtenidas de +Dcel. En todas ellas se
vislumbra la ausencia de organismos simbiontes Z y particularmente en las micrografias
representadas en las figuras c-d, es evidente la carencia de células M en todo el tejido T, en

comparacion con —Dcel.

El desvanecimiento de las estructuras tisulares de la MEC original, denominadas C y ClI fue
evidente en +Dcel [Fig. 3.3 a-b) en comparacion con el andamio nativo (-Dcel). De manera
conjunta, las micrografias 3.3 c-d, muestran la ausencia de las células M, asi como de los
pliegues que se observaban anteriormente en el T, en comparacion con la figura 3.2 c-d. Esto
puede ser atribuido a que la descelularizacion promueve que el material organico (desechos y
nutrientes) proveniente de las células que viaja por los pliegues del T y los C Y ClI se eliminen,

como consecuencia del fenémeno de difusion [32].

Con estos resultados es posible confirmar la eficiencia del método de descelularizacion de
manera visual. En general, el proceso de descelularizacion de la campana disminuye la preencia
de células, p reservando la estructura de la MEC, lo cual se puede apreciar al comprarar el

andamio descelularizado (+Dcel) con el andamio nativo (-Dcel).
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Figura 3.3. Microscopias Opticas de andamios tegumentarios descelularizados. Se observa en
la micrografia: a) ausencia de canales radiales (AC), canales interradiales (ACI), b) de
zooxantelas (AZ), c-d) de células mioepiteliales (AM) y restos de material celular (Rcelulares),
resaltado de la tincion con cristal violeta, escala de: a) 4 mm, b) 1.6 mm, ¢) 0.4 mm y d) 0.16

mm.
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En la figura 3.4 a)-b) se aprecia la microestructura de -Dcel con una morfologia con una
topologia estriada. Al comparar el tejido nativo con +Dcel [Fig. 3.5 a)-b)], es posible observar
que la topologia es distinta, mostrando una microestructura con pliegues y ordenamiento
aleatorio de tipo escamoso, ademas de que no se aprecian cumulos en su superficie. Mas aun,
al realizar un acercamiento a la estructura del andamio [Fig 3.5 c)], es posible apreciar la
ausencia de entes celulares, definiéndose la constitucion microfibrilar con ordenamiento
anisotrépico que constituyen el andamio, esta morfologia es tipica de membranas polimericas
polipeptidicas obtenidas a travez de la descelularizacion de la MEC presente en el organismo

seleccionado para generar los andamios segun la literatura [9,10,53,70].

Debido a lo anterior, es posible mencionar que el proceso de descelularizacion preserva la
arquitectura con ligeros cambios en la microestructura de la MEC de la medusa invertida.
Finalmente, el andamio obtenido, tanto en su estado nativo (-Dcel) como despues del proceso
de descelularizacion (+Dcel), muestran semejanzas estructurales, al menos a nivel
microscopico (SEM) con la estructura para la MEC de piel humana [Fig. 3.6 a-c)], reportada
por Hossler en 2014 [70].

Cabe sefialar que Hossler, en su trabajo no da especificaciones puntuales del método de
obtencion de las micrografias SEM, ademas de ello, la escala de las micrografias del tejido
tegumentario humano reportado (Fig. 3.6), en comparacién con el andamio obtenido en este
trabajo son diferentes (Fig. 3.4 y 3.5), sin embargo, es posible apreciar una similitud estre el

andamio y la piel humana, al menos como una aproximacion cualitativa.
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Figura 3.4 Micrografia electronica del tejido nativo de la medusa invertida (-Dcel). Escala de:
a-b) 100 umy c) 5 um.

Figura 3.5 Micrografia electrénica del andamio descelularizado (+Dcel). Escala de: a-b) 100

umyc) 2 um.

Figura 3.6. Micrografia electronica de la seccién epitelial de la membrana cutdnea humana.
Tomados de [70].

55



3.3  Caracterizacion fisicoquimica del andamio tegumentario

En cuanto a la composicion quimica del andamio, en la figura 3.7 ¢) y d) se puede observar el
patron electroforético del polimero polipeptidico presente en —Dcel y +Dcel, los cuales al
compararlos con el control positivo de CLG-I (coldgena porcina) presente en la figura 3.7 b),
se observa una gran similitud en la separacion de sus bandas. En los tres patrones
electroforéticos se presentan los principales constituyentes de la CLG-I: las cadenas al, 02,
dimeros y trimeros (B y vy respectivamente), de acuerdo con lo reportado previamente [22]. Con
base a lo anterior, es evidente que C. xamachana presenta en su mayoria una composicion de
CLG-I, manteniendose al momento de realizar el proceso de descelularizacion para obtener los

andamios.

Figura 3.7. Patrones electroforéticos de CLG. a) marcador de peso molecular, b) control de
CLG-I (colagena atelopeptidica porcina, donada por Aspid S.A. de C.V.), c) andamios sin
descelularizar (-Dcel) y d) andamio descelularizado (+Dcel).
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En la figura 3.8 a) y b) se distinguen los espectros infrarrojos de —Dcel y +Dcel para distintos
tipos de secado (25 °C y secado a 60 °C) en un intervalo de 4000 a 600 cm™. Es posible notar
que para todas las muestras se observan las cuatro bandas de absorcion tipicas de la CLG. La
banda de la amida A se observa a 3278 cm, asociada comlnmente con las vibraciones de
estiramiento asimétrico del enlace N-H (vNH), la amida B se encuentra aproximadamente a
3058 cm?, ligada al estiramiento simétrico del enlace N-H (vNH). La banda amida | representa
las vibraciones de estiramiento del grupo carbonilo en los péptidos (vC = O) con algunos
estiramientos minimos de los enlaces C-N y movimientos de flexion del grupo N-H
encontrandose a 1633 cm™ segln lo reportado en la literatura [8]. La banda perteneciente a la
amida 11 se observa a 1547 cm™, que corresponde a las vibraciones de deformacion del grupo
N-H (8NH) y estiramiento del grupo C-N (vCN) [8,16,71-78]. Finalmente, la amida IlI,
representando a los modos vibraciones de deformacion del grupo N-H (6NH) y estiramiento
del grupo C-N (vCN) fuera de plano a los 1232 cm™ [72]. Analizando con mas detalle los
espectros IR, especificamente en la zona de 4000 -2700 cm™ [Fig.3.9 a) y b)], es posible asociar
la primera banda con el estiramiento asimétrico del grupo O-H-O a 3368 cm™ (vasO-H-0), la
segunda a la amida A, la tercera al estiramiento simétrico del grupo O-H-O a 3190 cm™ (vs O-
H-O), la cuarta perteneciente a la amida B, la quinta al estiramiento asimétrico del grupo
funcional CHjs (vas CH3) a 2960 cm™, la sexta banda se refiere al estiramiento asimétrico del
grupo funcional CH; (vas CH2) a 2919 cm™, la séptima al estiramiento simétrico del grupo
funcional CHs (vs CHs) a 2871 cmy la octava al estiramiento asimétrico del grupo funcional
CH2 (vs CH2) a 2850 cm:, siendo las bandas del grupo O-H-O relacionado a agua fisisorbida y
quimica que aun se encuentra presente en la muestra [71,72,75]. La figura 3.10 a-b) representa
la zona del espectro correspondiente al intervalo de los 1800 a 850 cm™, para ambos
tratamientos de secado se observa la primera y segunda banda corresponden a la amida 1 y 11,
la tercera banda representa el movimiento vibracional de tipo tijera del grupo CH2 (& sccisoring
CH>) a 1456 cm™, la cuarta banda se refiere al movimiento de estiramiento del carbonilo (C=0)
del grupo funcional COO" de la CLG tipo I (vcoo-, C=0) a 1398 cm™, la quinta banda pertenece
al estiramiento simétrico del grupo funcional CHs (vs CHs) a 1379 cm, la sexta banda se refiere
al movimiento “wagging” del grupo funcional CHz (W waging CH2) a 1340 cm™ [71-73] , la
antepenultima banda pertenece a la amida 111 y finalmente las dos ultimas bandas pertenecen al

movimiento vibracional de estiramiento simétrico del complejo CH2-O- CH2 (6 s CH—O-CHy)
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776 y 1027 cmt [71].
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Figura 3.8. Espectros FTIR de la MEC presente en C. xamachana (-Dcel color negro) y

Andamio (+Dcel color rojo) con tratamiento de secado a: a) 25 °C y b) secado a 60 °C en
intervalo de 4000 -600 cm™,
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En la figura 3.11 a-b) se muestra el andlisis TGA, que proporciona informacion sobre el
comportamiento térmico de —Dcel y +Dcel con los mismos tratamientos de secado. En general,
la principal pérdida de peso se presenta en cuatro intervalos de temperatura diferentes dados
por zona A (<150 °C), zona B (150-250 °C), zona C (250-500 °C) y zona D (>500 °C). En
general, el proceso de degradacion térmica de la CLG-I, segun lo reportado en la literatura
[83,84] representa una pérdida de masa en el tratamiento de secado a temperatura ambiente
[Fig. 21 a)] del 15%. En cuanto al tratamiento de secado a temperatura de 60 °C, la pérdida de

masa es mayor [Fig. 3.11 b)] representando un 50%.

La zona A corresponde a la pérdida del agua fisisorbida, que representa una pérdida de masa
que representa entre un 1.1 - 3.8%, que ocurre en el intervalo de los 58.3-61.08 °C para todos
los casos, esto es consistente con la literatura, la cual dicta que organismos pertenecientes al
sub-phylum Medusozoa presentan en su estructura agua marina [58]. En la zona B,
correspondiente a la pérdida de peso de moléculas orgéanicas de bajo peso molecular segin la
literatura [85], para +Dcel con ambos tratamientos de secado, la pérdida de un 10%, ocurriendo
alrededor de los 91.4-127.4 °C, solamente la muestra —Dcel con tratamiento de secado a 60 °C
[Fig. 3.11 b)] presenta una pérdida de masa correspondiente a un 20% a una temperatura de
174.5 °C. Estas pérdidas se especula que puedan deberse a: la desnaturalizacion de la CLG-I,
el agua quimisorbida por ambos materiales y para el caso de —Dcel exista la posibilidad de

que se deba al abundante material celular presente en el tejido.

A partir de esta zona fendbmenos similares ocurren con —Dcel y +Dcel. La siguiente pérdida,
que se produce en el intervalo de temperaturas de la zona C en el termograma de todas las
muestras, se observa entre los 250 y 350 °C, relacionadas con la degradacion de la CLG, segun
la literatura [83]. Sin embargo, existe una gran diferencia en la pérdida de peso, correspondiente
a—Dcel de un 9.08%, comparandolo con la media de +Dcel con un valor del 32.15% [Fig. 3.11
a-b)]. Las diferencias en la pérdida de masa podrian deberse al colapso de la composicion
estructural de la red fibrosa presente en la mesoglea y en los andamios [60] que presenta antes
de realizar el procesamiento de descelularizacion, en donde destaca su organizacion.
Acentuando que debido a este ordenamiento, la combustion produce una caida de masa menor

en comparacion con los andamios procesados, los cuales pierden esta organizacion estructural
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al momento de llevar a cabo la descelularizacion de la MEC [32,63,64]. En comun las cuatro
muestras presentan una siguiente pérdida de peso en un intervalo de temperaturas entre los
383.9-390.7 °C con evidentes similitudes en pérdida de peso del 16.46% aproximadamente, la
cual es atribuida principalmente a fendmenos de combustion, de acuerdo a la literatura [83,84].
Finalmente, todos los andamios presentan una degradacion méxima en lazona D en un intervalo
de temperatura de 584.92-693.18 °C, representando en +Dcel porcentajes de degradacion
mayores al 70% y en —Dcel con secado a 25 °C, una pérdida del 30%, mientras que con un
secado a 60 °C, presenta una pérdida del 80%, esto puede ser debido a que a esta temperatura

suceda un fenémeno de entrecruzamiento, segun lo reportado en la literatura [86].

a) 100 += - | 0.0

_ 05
80 d



Figura 3.11. Termograma TGA de CLG de C. xamachana y andamio. Tratamiento de secado
en: a) temperatura ambiente y b) secado a 60 °C) respectivamente. La linea marcada de color
negro corresponde a la pérdida de peso y la linea color azul es la primera derivada (APeso
/ATemperatura). Los picos marcados con lineas punteadas representan la temperatura a la que

sucede el fendmeno de % de pérdida de peso.
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Para corroborar la composicion quimica del material remanente en ambos casos (-Dcel y
+Dcel), se realiz6 un andlisis quimico elemental (EDX) de las cenizas. En latabla 3.1 se pueden
observar la cuantificacion de elementos (en porcentaje masa) presentes en las cenizas
resultantes del andlisis TGA —Dcel y +Dcel respectivamente. En general para ambos, es
evidente el contenido de carbono con un porcentaje en peso de un 65-75%, el cual no logré una
descomposicion total debido a que la literatura dicta que su proceso de termodegradacion inicia
a los 630 °C con un méaximo a los 800 °C [87]. El segundo elemento de mayor concentracion
comun en ambos casos es el oxigeno, encontrandose entre unos 9-17% en peso, atribuyéndolo
a la posible humedad que adsorbe el carbono, sales binarias u 6xidos metélicos remanentes
posteriores a la calcinacion. Elementos como el sodio, magnesio, cloro, potasio, calcio y en el
caso —Dcel azufre, son comunes de encontrar en el agua marina, presentes como iones mono y

diatomicos disueltos [58]. En cuanto a +Dcel, presenta un porcentaje de silicio de un 2.53.

Tabla 3.1. Porcentaje masico de los elementos presentes en las cenizas remanentes en los
andamios. ND = No detectado.

. -Dcel +Dcel
Elemento Simbolo Peso (%) Peso (%)
Carbono C 67.64 5.8 75.4476.3
Oxigeno 0 9.06 ¥0.37 17.82 *0.53
Sodio Na 6.39 *0.25 1.945 *0.24
Magnesio Mg 1.97 *0.76 0.12 +0.02
Silicio Si ND 2.53 +3.57
Cloro Cl 13.06 *3.74 1.725 *0.61
Potasio K 0.6 ¥0.09 0.12 *0.014
Calcio Ca 0.68 ¥0.12 0.3*0.08
Azufre S 0.59 *0.38 ND

En lafigura 3.12 y 3.13 a-d), se muestra las micrografias SEM tanto de las cenizas remanentes
de —Dcel y +Dcel respectivamente. En general, en ambos casos es posible observar estructuras
polimorficas, cuya microestructura cristalina de tipo cubico es méas evidente en las cenizas de
—Dcel [Fig. 3.12 a-d)] en comparacion con +Dcel, prevaleciendo un crecimiento anisotropico
[Fig. 3.13 a-d)].
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Figura 3.12. Microtopografia de las cenizas residuales del tejido de C. xamachana por SEM. Se

muestra la escala de: a, ¢) 100 um y b, d) 10 um para diferentes zonas.

Figura 3.13. Microtopografia de las cenizas residuales del andamio descelularizado (+Dcel) por
SEM.
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En las figuras 3.14 y 3.15 se puede observar el mapeo quimico realizado a ambos remanentes
de ceniza, en los cuales se demuestra que la composicion principal de los cristales es de sodio,
cloro, magnesio, potasio y calcio. Ademas, es evidente que sobre toda la estructura carbonizada
se encuentra depositado oxigeno. Algo interesante de resaltar es que el silicio se presenta en

+Dcel y no en -Dcel, mientras que el azufre solo se encuentra en —Dcel.

Oxigeno b)

Figura 3.14. Mapeo quimico (EDX) de las cenizas residuales del tejido de C. xamachana por
SEM. Se visualiza con tonalidad: a) rojiza al oxigeno, b) verde al sodio, c) azul al cloro y d)

compendio de elementos, con escala de 100 um.
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Oxigeno b)

10 pm 10 pm

Cloro d) Silicio

Figura 3.15. Mapeo quimico (EDX) de las cenizas residuales del tejido del andamio
descelularizado (+Dcel) por SEM. Se visualiza con tonalidad: a) rojiza al oxigeno, b) verde al

sodio, ¢) azul al cloro, d) morado al silicio y d) compendio de elementos, con escala de 100 um.

En la figura 3.16 se muestran los analisis DSC para—Dcel y +Dcel con un tratamiento de secado

de 60 °C por 24 h. En general, se presenta un pico principal en el intervalo de 40 a 190 °C. La

temperatura correspondiente es posiblemente debido al cambio estructural de la CLG presente

en la MEC del organismo, teniendo un maximo a una temperatura de 123.63 °C, mientras que

la correspondiente para el andamio es de 92 °C, ambas asignadas, de acuerdo a la literatura

como la posible temperatura de desnaturalizacion correspondiente a CLG-I, similar al
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comportamiento de CLG de otros organismos marinos [8, 89-91]. Mas aun, existe una evidente
diferencia en ambas temperaturas, lo cual se puede atribuir al procesamiento de los andamios
tomando como base lo reportado en 2011 por Samoullitan y colaboradores, en donde ellos
determinaron que los detergentes descelularizantes tienen un efecto negativo en la temperatura
de desnaturalizacién de las proteinas presentes en la MEC de tejidos [91]. Sin embargo, esta
temperatura también puede ser debida a proceso de eliminacion de agua quimisorbida por la

muestra, por lo que en necesario realizar futuros estudios para validar estos resultados.
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Figura 3.16. Termogrdma DSC de CLG de C. xamachana. a) Medusa sin tratamiento (M), b)
andamio lote 1 (Al), ¢) andamio lote 2 (A2) y andamio lote 3 A3) respectivamente.

3.4  Caracterizacion mecanica del andamio tegumentario

Las Figuras 3.17 a) y 3.18 a) muestran el gréafico esfuerzo-deformacion de +Dcel con diferentes
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tratamientos de secado: 25 °C y 60 °C por 24 horas respectivamente y la seccion b) representa
el calculo del modulo elastico en la zona correspondiente. En la figura 3.17-a, se observa un
gréfico similar al de materiales estructurados con fibras de CLG, obtenido a partir del protocolo
de prueba de traccion reportado en la literatura [92]. La zona | que se encuentra en un intervalo
de deformacién de 0 a 1.25 mm/mm, representa la region basal presente cuando la magnitud de
la resistencia a la traccion es relativamente pequefia, en esta zona sucede un fendbmeno que
permite a las fibras de CLG entrelazadas que se encuentran relajadas, aliniarse como se muestra
en la figura. En la siguiente region (I1) que representa la zona elastica en un intervalo de 1.25 a
1.82 mm/mm, las fibras de CLG comienzan a estirarse, teniendo una relacion directamente
proporcional entre el esfuerzo sometido y la deformacion causada a las fibras presentes en el
andamio. La zona plastica (intervalo 1.82 a 3.65 mm/mm de deformacion, Il1), es la zona de
plasticidad del andamio, donde tiende a absorber gran cantidad de energia debido a su
tenacidad, ademas en esta zona comienzan a suceder algunas microfracturas que posteriormente
provocaran la falla mecéanica del andamio. Posteriormente en la region 1V, se presenta un
fendmeno de endurecimiento por deformacion, causado principalmente por las deformaciones
plasticas predecesoras a nivel macroscopico, teniendo el efecto de incrementar la densidad de
dislocaciones del andamio. A medida que éste se satura con nuevas dislocaciones, se crea una
resistencia a la formacion de nuevas dislocaciones y a su movimiento [92]. Finalmente,
posterior a este fendmeno sucede la fractura del andamio a un valor de deformacién y esfuerzo
méaximo de 3.87 mm/mmYy 6.44 MPa. La seccion b) de la misma figura, muestra la zona elastica
donde se calcula el modulo de elasticidad a tension, se incluyen todos los valores hasta que el
ajuste de la curva de linea tenga un valor R minimo de 0.993. El valor de la pendiente en la
ecuacion para el andamio arroja un valor de 4.53 MPa. La literatura dicta que la piel humana,
presenta un valor de modulo elastico cercano a los 0.64 MPa [93], por lo tanto el andamio
secado a 25 °C presenta propiedades mecanicas siete veces mayores a la de la piel humana.
Ademas, el andamio puede resistir dos veces mayor deformacion que la piel humana,
comparando su maximo de deformacion y esfuerzo con respecto al reportado por Griffin y
colaboradores de 1.6 mm/mm y 0.7 MPa. Algo importante a destacar es que en el trabajo
mencionado anteriormente no se aclara la zona de origen del tejido analizado, ademés de
factores extrinsecos como la edad, factores que puede causar variaciones en las propiedades

mecanicas de la membrana cutanea, debido a la anisotropia que presenta la piel humana [70].
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En cuanto al andamio que fue sometido a secado con temperatura controlada de 60 °C a 24
horas [Fig. 3.18 a-b)] muestra una tendencia direcamente proporcional entre el esfuerzo y la
deformacion, siendo practicamente un andamio mayormente elastico, debido a que la
deformacion presenta una relacion lineal con el esfuerzo aplicado, tolerando hasta un 60% de
deformacion, sin embargo, su modulo de elasticidad disminuye drésticamente, teniendo un
valor de 0.015 MPa, siendo cincuenta veces menor al valor del modulo de la piel humana. Por
tal motivo, realizar secados a temperaturas superiores a la del ambiente por tiempos
prolongados, provoca una disminucion del moédulo de elasticidad, favoreciendo su
comportamiento elastico. Finalmente comparando ambos procesos de secado, utilizar 25 °C
confiere al andamio de mayor estabilidad mecanica a esfuerzos de tensién. La comparacion
entre ambos mddulos se puede observar en la tabla 3.2. Algo importante de resaltar es que las
pruebas de resistencia mecénica a tension de —Dcel no se realizaron, debido a inconvenientes
técnicos que dificultaban la sujecion del tejido nativo en la mordaza, por lo que se pretenden

realizar mayores estudios con las adecuaciones pertinentes.
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Figura 3.17. Diagrama esfuerzo-deformacion del andamio tegumentario secado a 25°C. a)

Gréfico general y b) céalculo del mddulo elastico.
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Figura 3.18. Diagrama esfuerzo deformacion del andamio tegumentario secado a 60°C durante

24 h. a) Grafico general y b) calculo del modulo elastico.

Tabla 3.2. Tabla de modulo elastico de andamios
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Tratamiento de Esfuerzo maximo a Madulo eléstico a
secado (°C/24h) tension (omax) en tension (E) en MPa
MPa
25 1.01 £ 0.05 0.015 + 0.027
60 6.58 + 0.3 453 £0.48

35 Ensayos de proliferacion celular del andamio tegumentario

Los andamios obtenidos por el proceso de descelularizacion promueven la proliferacion de
fibroblastos humanos. En la figura 3.19 se presenta el grafico de la cinética de proliferacién (en
absorbancia) de las células cultivadas sobre +Dcel, en comparacion con el control positivo
(C+), negativo (C-) y con —Dcel aplicando el ensayo Alamar-Blue (AB), que puede utilizarse
para determinar la tasa de proliferacion celular. Analizando los resultados, se puede enunciar
que C+ muestra una tendencia de crecimiento de proliferacién normal al compararlo con C-, el
cual no presenta una tendencia de proliferacion, resultado esperado para ambos casos. Una
tendencia similar de proliferacién celular se observa al comparar +Dcel con C+, llegando a su
maximo a los siete dias de ensayo, situacion que es muy favorable y evidencia el potencial del
andamio tegumentario para su aplicacion en ingenieria tisular de la membrana cutanea.
Finalmente, en cuanto a —Dcel, presenta una baja proliferacion, teniendo un méaximo a los tres

dias de ensayo (p < 0.05), consultar Anexo C.
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Figura 3.19. Grafico de seguimiento de proliferacion celular utilizando fibroblastos humanos.

La morfologia de fibroblastos cultivados en el andamio tegumentario fue examinada por SEM.
Las imagenes se tomaron a los 7 dias de cultivo. Los fibroblastos presentan una completa
extension sobre la superficie de +Dcel y las células colonizaron la estructura [Fig. 3.20 a-b].
Ademas, las células presentaron extensiones citoplasmaticas, a través de filipodias (F), para
vincularse con la matriz; este resultado sugiere que los fibroblastos presentan una alta afinidad
con los andamios tegumentarios. La afinidad que mostraron los fibroblastos por el andamio
obtenido mediante descelularizacidn, sugiere la potencial aplicacion del mismo en ingenieria

tisular de la membrana cutanea.
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Figura 3.20. Micrografias SEM que muestran la morfologia de los fibroblastos cultivados en
andamios de CLG a 7 dias.
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CONCLUSIONES

La descelularizacion de la campana de la medusa invertida (C. Xamachana) permitira la

obtencion de un andamio con potencial aplicacion en la ingenieria del tejido tegumentario.

Los andamios obtenidos muestran una ausencia de organismos simbiontes y células en todo el
tejido, lo cual se observé utilizando microscopia Optica. Este resultado concuerda, con la
concentracion de ADN remanente después del proceso de descelularizacion (ng/mL) en
comparacion con el tejido nativo, presentando un porcentaje de descelularizacion general del
70%.

La topografica y distribucion estructural de los andamios obtenida por microscopia electrénica
de barrido, muestran similitud cualitativa con la membrana cutanea humana. Ademas de ello,
y de acuerdo al patron electroforético, se demostrd que tanto los andamios descelularizados y
nativos, se encuentran constituidos principalmente de CLG-I, cuyas bandas de vibracion
pertenecientes a los grupos funcionales principales y estructura secundaria se sefialan con
claridad a partir de los analisis de espectroscopia infrarroja. Mas aln se confirma este hecho al
obtener las temperaturas tipicas de degradacién, asi como la desnaturalizacion de la CLG
utilizando los termogramas TGA y DSC.

La resistencia mecanica del andamio resulté ser mayor a la de la de la membrana cutanea

humana, teniendo un moédulo de elasticidad de 4.53 MPa y 0.64 MPa respectivamente.

Finalmente, los ensayos de viabilidad celular indican que el andamio generado promueve la

proliferacion celular de fibroblastos humanos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible concluir que la descelularizacion de la
campana de la medusa invertida (C. Xamachana) permitié generar andamios con potencial
aplicacion en la ingenieria del tejido tegumentario, debido a que su estrucutura, composicion y

biocompatibilidad son adecuados para tejidos dermicos.

76



PERSPECTIVAS

Con base en los resultados obtenidos, los andamios tegumentarios de C. xamachana pueden ser
utiles como prototipos para el estudio de varias caracteristicas de interés dentro de la ingenieria
tisular y particularmente la ingenieria de tejido dérmico. De manera conjunta, se esta realizando
el andlisis histoldgico para corroborar la ausencia de células en el andamio mediante tinciones
con tricromica de mason con la finalidad de evidenciar la contribucion de la CLG-1'y CLG-III

a la estructura del andamio.

Ademas, respecto a la caracterizacion mecanica del andamio se pretenden realizar pruebas
adicionales para corroborar los resultados obtenidos en esta investigacion, asi como determinar

las propiedades mecéanicas del tejido nativo de C. xamachana.
A mediano plazo, se pretende ademaés explotar las propiedades de biocompatibilidad de estos

andamios para su aplicacién en modelo animales para la validacion de la biocompatibilidad in

vivo, con la finalidad de potencializar su uso a casos clinicos en la region sureste.
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ANEXO A. Carta de Consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Mérida, Yucatan. a ~ ‘~
Dia Mes Afo

A quien corresponda:

Yo declaro libre y voluntariamente que

acepto participar en el estudio “Evaluacion de la biocompatibilidad de andamios
poliméricos en cultivos primarios de fibroblastos humanos” Que se realiza en el Centro
de Investigacion Cientifica de Yucatdn (CICY A.C.) en conjunto con el Centro
Dermatolégico de Yucatan (CDY). Entiendo que los objetivos del proyecto consisten en
obtener y analizar una biopsia de piel, y que las células obtenidas (fibroblastos) a partir
de la biopsia, se emplearan para la evaluaciéon de curacién de heridas mediante andamios.
Estoy consciente de que los procedimientos, pruebas y tratamientos para lograr los
objetivos mencionados consisten en que la biopsia de piel me sera retirada de la espalda
por un cirujano calificado, a través del empleo de un sacabocado estéril y desechable de 2
mm de didmetro y que la biopsia obtenida se empleara para a investigacion.

Los riesgos para mi persona son los implicados en la toma de la biopsia, lo que puede
generar molestia en la extraccion relacionada al uso del sacabocado y a la aplicacion
intradérmica de la anestesia y posterior sutura del area sujeta a biopsia. El resto de los
procedimientos no tienen riesgo. 3 Dias después de la toma de biopsia deberé acudir al
CDY con la finalidad de que el personal de salud revise la sanacién de la lesion y retire los
puntos de sutura.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente investigacion en el

momento que yo asi lo desee. También que puedo solicitar informacién adicional acerca
de los riesgos y beneficios de mi participaciéon en este estudio.

Asi mismo, cualquier trastorno temporalmente relacionado con esta investigacion podre
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consultarlo con la Dra. Nayeli Rodriguez Fuentes, con sede en Calle 43 No. 130. Col.
Chuburna de Hidalgo, C.P. 97205, Mérida, Yucatan, a al teléfono +52 (999) 942-8330.
Cuando el trastorno se identifique como efecto de la intervencion, los gastos relacionados
con la recuperacién de la salud o la estabilizaciéon y control de las secuelas seran
absorbidos por el presupuesto de la investigacion.

En caso de que decidiera retirarme, la atencidén que como paciente recibo en la institucion

no se vera afectada.

Nombre del paciente Firma
Domicilio Teléfono
Nombre y firma del testigo Firma
Domicilio Teléfono
Nombre y firma del testigo Firma
Domicilio Teléfono
Nombre y firma del Investigador responsable Firma
Domicilio Teléfono

c.c.p Paciente o familiar

c.c.p. Investigador (conservar en el expediente de la investigacion)
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ANEXO B. Comprobacion estadistica del proceso de descelularizacion

De manera conjunta, se realizo un andlisis de ajuste estadistico para verificar la significancia
de los datos obtenidos del proceso de descelularizacion. En la figura 4.1 es posible observar el
grafico obtenido de la distribucion normal de los datos, con un tamafio de muestra de 12
individuos, una media muestral de 322.392 ng/mL y una desviacion estandar de 241.038
ng/mL. Asumiendo que los nanogramos de DNA presentes en un mililitro de disolucién ng/mL
proviene de una distribucion normal, los limites de tolerancia establecen que se puede estar
95.0% confiados en que 99.0% de la distribucion cae entre -677.807 y 1322.59 como se muestra
en la gréfica (Fig. 4.1, limites dictados por lineas verdes). Este intervalo se calcula tomando la

media de los datos +/-4.14954 veces la desviacion estandar.

Los resultados de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y de Kolmogorov-Smirnov se
pueden observar en la tabla 3, con respecto a los datos obtenidos de la respuesta de nanogramos
de DNA por mililitro presente en las muestras. Para la primera prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk, se obtuvo un valor de probabilidad de 0.14, en donde debido a que este valor es
mayor al valor de significancia o de 0.05, se puede aceptar la idea de que los datos de ng/mL
de DNA de las muestras provienen de una distribucién normal con 95% de confianza. En cuanto
a la segunda prueba de normalidad, Kolmogorov-Smirnov arroja un valor de probabilidad de
0.77, el cual al ser un valor mayor al valor de significancia o de 0.05, se puede aceptar la idea
de que ng/mL proviene de una distribucion normal con 95% de confianza. De ambas pruebas
podemaos concluir que la variable de respuesta ng/ml tiene una distribucién normal, por lo tanto
es posible realizar pruebas paramétricas de comparacion de medias para determinar los factores

que la afectan como lo dicta la literatura [94].
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Figura 0.1 Grafico de frecuencias para ng/mL.
Tabla 4.1. Pruebas de Normalidad para ng/mL.
Prueba Estadistico Valor de
Probabilidad (P)
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.897872 0.142358
Estadistico de prueba Kolmogorov-Smirnov 0.192006 0.768222

De acuerdo con lo anterior es posible proponer un analisis estadistico paramétrico, en donde la
idea principal es analizar el efecto de los tratamientos sobre la cuantificacion de DNA presente
en las muestras, para esto se realiza un disefio experimental de analisis de varianza ANOVA de
una via para comparar las medias entre tratamientos y si es que éstas presentan alguna similitud,
en donde nuestra hipotesis nula (que Ilamaremos Ho) dictaria que no existen diferencias
estadisticamente significativa en cuanto a la cantidad de DNA presente en las muestras. Por el

contrario, la hipoétesis alternativa (representada por Hi), declinaria a que existen diferencias
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significativas en la cantidad de DNA presente en las muestras, por lo menos en alguno de los
casos. A continuacion, se muestra el analisis estadistico para la variable que cuantifica el DNA

presente en cada muestra.

En la Tabla 4.2 se presentan los resultados del analisis de varianza realizado para el DNA
presente en cada muestra. Los datos fueron analizados con un nivel de significancia 0=0.05, en
donde se tomaron en cuenta los valores de probabilidad (P) obtenidos, con la finalidad de
determinar si los resultados son estadisticamente significativos. De acuerdo con éstos, el
porcentaje de DNA contenido medido en nanogramos por mililitro, en funcion de las muestras
descelularizadas y el control de tejido normal, son factores significativos para el ajuste del
modelo, debido a que su valor P es menor (0.003) al valor de significancia que se tomé como
referencia (0=0.05). Es decir, se rechaza la hipotesis nula Ho, aceptando la alternativa Hi, lo
cual quiere decir que existe evidencia estadisticamente significativa, con un 95% de confianza
de que la cantidad de DNA en ng/mL presente en las muestras descelularizadas y de tejido

normal es diferente.

Tabla 4.2 Andlisis de Varianza de los nanogramos por mililitro de DNA presente en cada

muestra Vs Tratamiento de descelularizacion.

Fuente  de | Grados de | Suma de | Cuadrado Estadistico | Valor de

variacion libertad (DF) | cuadrados Medio (MS) | de Fisher (F) | Probabilidad
(SS) (P)

ng/ml 3 518430 172810 11.46 0.003

Error 8 120664 15083

Total 11 639094

Al analizar las graficas de residuales para el rendimiento, mostradas en la Figura 4.2, se observa

gue éstos se encuentran normalmente distribuidos. En la grafica de histograma [Fig. 4.2 a)] se

muestra un comportamiento normal parcial, el cual puede ser corroborado al observar el grafico

de probabilidad [Fig. 4.2 b)], en el cual los datos se encuentran con una tendencia marcada
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sobre la linea de probabilidad normal. Finalmente, en el gréfico de residuales vs ajustes [Fig.
4.2-c)] se observa que los residuos presentan una varianza constante, salvo algunos datos que
para efectos de esta investigacion pudieran considerarse como puntos a mejorar, en cuanto al
procesamiento de andamios tegumentarios en funcién de la presencia de DNA residual. Esto
muestra un buen control en cuanto al experimento y que los resultados que arroje el analisis

son fidedignos, de acuerdo con Montgomery y colaboradores [94].

s ==
-

Frequencias
Porcentaje (36)
TR

=
o

. T
%0 200 -100 0 100
Residuales Residuales
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Mas aln, para corroborar si este modelo lineal se ajusta a esta variable de respuesta (ng/mL),
el valor de coeficiente de correlacion y el ajustado arrojaron una estimacion de 81.12% y
74.04%, lo que quiere decir que el modelo estadistico ANOVA se ajusta perfectamente a los
datos obtenidos. En cuanto a la comparacion entre cada uno de los tratamientos +Dcel y -Dcel,
en la tabla 4.3 se muestran los resultados del agrupamiento por grupos que arroja la prueba
Tukey. De ésta es posible percibir que existe una diferencia significativa con un 95% de
confianza al comparar la cantidad de DNA presente en el tejido normal y los tratamientos
descelularizados, perteneciendo a dos grupos distintos, aislados uno del otro en funcion de las
medias maestrales. Ademas, con estos resultados se da por manifiesto que la serie de
repeticiones, utilizando la metodologia para la generacién de andamios tegumentarios a partir
de la descelularizacién del tejido del organismo C. xamachana (+Dcel) pertenecen al mismo

grupo de tratamientos, con un 95% de confianza grupal y un nivel de confianza individual del
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98.74%, siendo posible corroborar la eficacia del proceso de descelularizacion al demostrar
que: al menos en una serie de repeticion de 3 lotes distintos de procesamiento de los andamios,
la cantidad de DNA remanente presente en las muestras sera el mismo. Esta aseveracion puede
ser corroborada al observar el diagrama de caja y bigotes que se muestra en la figura 3.1 del

capitulo de Resultados y discusiones, siendo muy evidente la separacion de ambos grupos.

Tabla 4.3 Tabla de resultados del andlisis de Tukey.

Tratamientos No. de Media por Porcentaje de Grupo
repeticiones tratamiento descelularizacion
(ng/mL) (%)
+Dcel 3 204.6 70 o
-Dcel 3 675.8 0 B

ANEXO C. Comprobacion estadistica de la determinacion de proliferacion
celular
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Para corroborar los resultados obtenidos de manera gréafica, en la Tabla 4.4 se presentan los
resultados del andlisis de varianza del disefio experimental factorial general realizado para la
variable de respuesta proliferacion celular, medida en absorbancia. Los datos fueron analizados
con un nivel de significancia a=0.05, toméandose en cuenta los valores obtenidos para la
probabilidad (P), con la finalidad de determinar si los resultados son estadisticamente

significativos para cada uno de los factores tiempo de ensayo y tratamientos.

Tabla 4.4. Andlisis de Varianza de absorbancia del anélisis de proliferacion celular Vs los

efectos principales de las fuentes de variacion: Tratamiento, tiempo (dias) y su interaccion.

Fuente de | Grados Suma de | Suma de | Cuadrado Estadistico | Valor de
variacion de cuadrados cuadrados Medio de Fisher | Probabilidad
libertad | (SS) ajustada ajustada (F) P)
(DF) (AdjSS) (AdjMS)
Tratamiento 5 2.73494 2.73494 0.54699 12.40 0.000
Tiempo (dias) 2 8.83852 8.83852 4,41926 100.18 0.000
Interaccion 10 414319 414319 0.41432 9.39 0.000
Error 36 1.58813 1.58813 0.0441
Total 53 17.30477

De acuerdo con la tabla anterior, los tratamientos, el tiempo de ensayo (dias) y las interacciones
entre estos son factores significativos para el ajuste del modelo, debido a que su valor P es
menor al valor de significancia que se tom6 como referencia (a=0.05). ES decir, existe evidencia
estadistica significativa, con un 95% de confianza de que estos factores afectan la variable de

respuesta de la proliferacion celular (medida en absorbancia).

Al analizar las gréficas de residuales para la proliferacion celular, mostradas en la Figura 4.6,
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se observa que éstos estdn normalmente distribuidos. En la gréafica de residuales vs ajustes
(seccion b) se observa que los residuos presentan una varianza constante y de la gréfica de
residuos vs orden (seccion c) de observacion se muestra que los residuales estdn de manera

aleatorizada, es decir, no presentan una tendencia que los relacionen entre si.
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Figura 0.3. Graficos de los residuales con respecto a la variable de respuesta absorbancia. a)
probabilidad normal residual, b) ajustes de residuales, c) histograma de frecuencias y d) ajuste

de orden de observacion.

Con respecto a la grafica que representa los efectos principales que afectan a la variable de
respuesta Proliferacion celular (absorbancia) (Fig. 4.7), se revela el incremento de tiempo de
ensayo produce un aumento significativo en la absorbancia medida, y por ende en la poblacion
celular, siendo el dia siete la media maxima de proliferacion, este es un resultado esperado
segun la literatura [89,95,96]. En cuanto al efecto de tratamientos, se pueden encontrar
resultados variados, en donde como es de esperarse, el control positivo (C+) presenta una

absorbancia media y proliferacion alta, por el contrario, el control negativo (C-) muestra una
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tendencia de absorbancia media a la baja, cuyos resultados son normales. Algo interesante
sucede con el andamio tegumentario (+Dcel), teniendo una absorbancia media superior al
control positivo, presentando un maximo de poblacion celular a los siete dias de ensayo. En
cuanto a la MEC de C. xamachana sin tratamiento, presenta un decaimiento de poblacién
celular a los siete dias de ensayo, esto puede ser debido a que los organismos simbiontes, las
zooxantelas (Z) y las células mioepiteliales (M) presentan apoptosis celular al no encontrarse
en las condiciones fisicoquimicas necesarias para sobrevivir [58], provocando la segregacion
de materia organica en descomposicién que puede afectar la proliferacion de los fibroblastos.
Con esto podemos aseverar que ambos tratamientos presentan un efecto significativo en cuanto

a la proliferacion celular.

Cuando el efecto de un facto (en este caso Tratamientos) depende del nivel del otro factor
(tiempo del ensayo) se puede utilizar una gréafica de interaccion para visualizar posibles
interacciones entre ambos. En donde, mientras mayor sea la diferencia en la pendiente entre las
lineas, mayor sera el grado de interaccion. Sin embargo, la grafica de interaccién no es
concluyente en cuanto a si la interaccidn es estadisticamente significativa. De esta manera las
graficas de interaccion para la proliferacion celular (absorbancia) (Fig. 4.8), se muestra un
evidente despunte de poblacién celular desde el dia 3 hasta el dia 7 en +Dcel, corroborando los
resultados anteriores. En cuanto al control positivo (C+) y control negativo (C-), se mantienen
en los estandares mostrados en los resultados de la grafica de efectos principales, asi como de
+Dcel. Finalmente, segun los resultados del analisis estadistico (Tabla 4.4), y de los resultados
de los graficos de efectos principales e interacciones, es posible concluir con un 95% de
confianza de que los andamios generados a partir del proceso de descelularizacion de la MEC
de C. xamachana presentan una excelente viabilidad celular, de tal modo que pueden ser

utilizados en la ingenieria de tejidos de la membrana cutanea del sistema tegumentario.
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Figura 0.4. Efectos sobre la variable de absorbancia. Muestra el gréfico que representa los

efectos principales para la variable de respuesta proliferacién celular (absorbancia).
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Figura 0.5. Proliferacion celular. Muestra el grafico que representa los efectos de interaccion
entre los dos factores para a la variable de respuesta proliferacion celular (absorbancia).
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