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RESUMEN 
 
 

En este proyecto se extrajo colágena (CLG) de la medusa Cassiopea Xamachana, la cual se 

empleó para manufacturar un andamio y posteriormente entrecruzarlo con la finalidad de mejorar 

sus propiedades químicas y físicas, para así evaluar su potencial aplicación en la ingeniería de 

tejidos cutáneos. 

El proceso de extracción de la CLG se realizó empleando la metodología descrita por Miller. La 

proteína obtenida se caracterizó mediante el ensayo de Bradford y electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio. Los andamios de CLG extraída de medusa se 

fabricaron mediante liofilización y posteriormente fueron entrecruzados con glutaraldehído (GTA) 

durante 2 y 4 h. Los andamios resultantes, se caracterizaron fisicoquímicamente mediante 

reflectancia total atenuada, ensayo de ninhidrina y biológicamente mediante ensayos de 

viabilidad celular in vitro con fibroblastos dérmicos humanos a 3, 24 y 48 h. 

Con base en los resultados de las pruebas de caracterización realizados a las muestras de CLG 

extraída a partir de medusa, se pudo corroborar que la CLG obtenida mediante el proceso de 

extracción propuesto, es CLG tipo I. Los andamios de CLG entrecruzados con GTA a 2 y 4 h 

mostraron un grado de entrecruzamiento del 39.42 ± 4.16 % y 59.05 ± 1.05 % respectivamente. 

Los resultados del ensayo de viabilidad celular de los andamios de CLG entrecruzados demostró 

que no son citotóxicos, puesto que el entrecruzamiento no afecto la viabilidad celular. 
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ABSTRACT 
 

In this project, collagen (CLG) was extracted from the jellyfish Cassiopea Xamachana, which was 

used to manufacture a scaffold and later cross-linking in order to improve its chemical, physical 

and mechanics properties, as well as evaluate its potential application in skin tissue engineering.  

The extraction process of the CLG was carried out using the methodology described by Miller. 

The protein obtained was characterized by the Bradford assay and sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis. CLG scaffolds of marine origin were manufactured by 

lyophilization and then were subsequently crosslinked with glutaraldehyde (GTA) for 2 and 4 h. 

The resulting scaffolds were physical, and chemistry characterized by attenuated total reflectance, 

ninhydrin assay and biologically by in vitro cell viability assays with human dermal fibroblasts at 3, 

24 and 48 h. 

Based on the results of the characterization tests performed on the marine CLG samples, it was 

confirmed that the CLG obtained by the proposed extraction process is type I CLG, t was 

confirmed that the CLG obtained through the proposed extraction process is CLG type I. The CLG 

scaffolds crosslinked with GTA at 2 and 4 h showed a degree of crosslinking of 39.42 ± 4.16 % 

and 59.05 ± 1.05 % respectively. The results of the cell viability assay of the cross-linked CLG 

scaffolds showed that they are not cytotoxic, since the cross-linking did not affect cell viability. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La piel es un tejido complejo y vulnerable a procesos que alteran su estructura, integridad y 

funcionalidad como quemaduras, heridas crónicas y diversas enfermedades congénitas, entre 

otras. Según la Dirección General de Epidemiología (DGE) de México del primero de Enero al 2 

de Agosto de 2019 hubo mil 151 reportes de personas atendidas en diferentes instituciones de 

salud pública por quemaduras, con un aumento de 8% con respecto al mismo periodo del 2018 

[1]. El tratamiento a este tipo de lesiones requiere de un conjunto de variados procedimientos 

quirúrgicos y frecuentemente el uso de sustitutos cutáneos que contribuyan a aminorar los 

defectos de cobertura cutánea, así como de acelerar y mejorar la calidad del cierre de la herida. 

Algunos de los sustitutos cutáneos que se han utilizado, están diseñados para el tratamiento de 

lesiones superficiales, fungiendo como cobertura temporal que permite el cierre de la herida, 

mermando la resequedad del tejido perilesional y la colonización por agentes patógenos [2]. Por 

otro lado, existen sustitutos cutáneos que tienen como objetivo la cobertura de lesiones 

profundas, representando una alternativa más definitiva y que frecuentemente involucra la 

activación de los procesos de reparación-regeneración de heridas [3]. 

En este sentido, los avances tecnológicos en la fabricación de andamios y en el cultivo de células 

han permitido la producción de sustitutos cutáneos para el tratamiento de diversas patologías que 

afectan a la piel [4,5]. Los andamios están compuestos de diversos materiales, entre los 

materiales poliméricos, se tienen los sintéticos, naturales, degradables o no degradables [6,7]. 

Se han utilizado varias técnicas para construir andamios, pero los cuatro enfoques principales de 

andamios incluyen: 1) el uso de láminas de células secretoras de la matriz extracelular (MEC) [8], 

2) andamios porosos prefabricados de biomateriales sintéticos, naturales y biodegradables [9], 3) 

andamios de MEC descelularizados [10] y 4) células contenidas en hidrogeles [11].  

Algunas de las estructuras que exhiben los andamios que se emplean para el tratamiento de 

lesiones de la piel son las esponjas, andamios electrohilados, películas y membranas [12,13].  

Entre los andamios comerciales que se emplean para el tratamiento de lesiones de la piel se 

encuentra Integra® el cual es un sustituto cutáneo biosintético que proporciona un entramado que 

permite la regeneración dérmica y cobertura temporal de la herida y Matriderm® el cual es un 

sustituto dérmico compuesto de colágena bovina nativa con una capa de elastina. Su matriz 

permite una mejor regeneración de la dermis que las matrices de colágena pura, permitiendo la 

migración de fibroblastos del huésped y otras células que regeneran la dermis con propiedades 

equivalentes a las de la piel sana [2]. Otros productos comerciales tipo injerto celularizados son 

Dermagraft® y Apligraf® [14,15]. 
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Uno de los biopolímeros más utilizado para generar sustitutos cutáneos es la colágena (CLG), 

debido a la biocompatibilidad y bioactividad que exhibe esta biomacromolécula [16]. Sin embargo, 

aunque diversos estudios demuestran que los andamios basados en CLG son por mucho los más 

prometedores en la ingeniería de tejidos y la medicina regenerativa [17,18] su uso para fabricar 

estructuras 3D reproducibles y con porosidad controlada ha sido limitado debido a su compleja 

procesabilidad. 

Bajo este panorama, la investigación actual apunta a la optimización de biomateriales, entre ellos, 

los basados en CLG para aplicaciones médicas mejorando su resistencia mecánica, 

biodegradabilidad o características de liberación mediante entrecruzamiento o combinación de 

biopolímeros [19], permitiendo la producción de sustitutos cutáneos robustos, que puedan 

representar una alternativa terapéutica para el tratamiento de quemaduras, heridas crónicas y 

diversas enfermedades congénitas de la piel. En este sentido, el glutaraldehído (GTA) favorece 

el entrecruzamiento intercatenario entre las moléculas de CLG [21,22], obtenido andamios de 

CLG más resistentes con potencial aplicación en la ingeniera de tejidos cutáneos.
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CAPÍTULO I. ANTECEDENTES 

1.1. Anatomía de la piel humana 

La piel tiene varias funciones, proporciona una barrera para la pérdida de agua y los agentes 

patógenos, además de proteger contra diversas formas de trauma, incluida la radiación térmica, 

química y ultravioleta. La piel nos mantiene en contacto con nuestro entorno a través de una serie 

de terminaciones nerviosas, regula la temperatura corporal y mejora las funciones metabólicas, 

además de sintetizar la vitamina D [22]. 

El sistema tegumentario está formado por la piel y sus estructuras derivadas (Figura 1.1.). La piel 

se compone de tres capas: la epidermis, la dermis y la hipodermis. El grosor de estas capas varía 

considerablemente, dependiendo de la ubicación geográfica en la anatomía del cuerpo. El 

párpado, por ejemplo, tiene la capa más delgada de la epidermis, que mide menos de 0.1 mm, 

mientras que las palmas y las plantas de los pies tienen la capa epidérmica más gruesa, que mide 

aproximadamente 1.5 mm. La dermis es más gruesa en la espalda, donde es 30-40 veces más 

gruesa que la epidermis [23]. 

 

Figura 1.1. Anatomía de la piel humana [24].  

1.1.1. Epidermis 

La epidermis es una capa de epitelio estratificado y escamoso que se compone principalmente 

de dos tipos de células: queratinocitos y células dendríticas. Los queratinocitos difieren de las 

células dendríticas "claras" al poseer puentes intercelulares y grandes cantidades de citoplasma. 

La epidermis alberga otras poblaciones celulares, como melanocitos, células de Langerhans y 

javascript:void(0)
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células de Merkel, sin embargo, los queratinocitos representan la mayor densidad celular. La 

epidermis se divide comúnmente en cuatro capas según la morfología y posición de los 

queratinocitos, incluyendo la capa celular basal, la capa de células escamosas, la capa celular 

granular, y la capa de células cornificadas (estrato córneo) [23]. 

1.1.2. Dermis 

Es un sistema integrado de tejido conectivo fibroso, filamentoso y amorfo que acomoda la entrada 

inducida por estímulos de redes nerviosas y vasculares, apéndices derivados epidérmicamente, 

fibroblastos y macrófagos. Otras células transmitidas por la sangre, incluyendo linfocitos, células 

plasmáticas y otros leucocitos, ingresan a la dermis en respuesta a varios estímulos también. La 

dermis comprende la mayor parte de la piel y proporciona su flexibilidad, elasticidad y resistencia 

a la tracción. Protege el cuerpo de lesiones mecánicas ayuda en la regulación térmica, e incluye 

receptores de estímulos sensoriales. La dermis interactúa con la epidermis en el mantenimiento 

de las propiedades de ambos tejidos. Las dos regiones colaboran durante el desarrollo en la 

morfogénesis de la unión dérmica-epidérmica y los apéndices epidérmicos e interactúan en la 

reparación y remodelación de la piel a medida que se curan las heridas [25]. 

1.1.3. Hipodermis  

También conocida como tejido celular subcutáneo o panículo adiposo, está constituida por 

lipocitos o adipocitos que son células encargadas de fabricar y almacenar grasas. Las funciones 

de la hipodermis son: 1) mantener la temperatura orgánica actuando como aislante, 2) proteger 

frente a los traumatismos mecánicos, 3) servir de reserva y depósito de calorías, en forma de 

triglicéridos, y su liberación, en forma de ácidos grasos no esterificados, cuando sea necesario 

un aporte de energía [26]. 

1.2. Heridas dérmicas 

La Wound, Ostomy and Continence Nurses Society (WOCN) define herida como “una interrupción 

en la estructura y funciones de la piel y de los tejidos subyacentes, relacionada con diversas 

etiologías, como los traumatismos, las cirugías, la presión sostenida y las enfermedades 

vasculares” [27]. 

La piel aísla y protege al organismo del medio externo. Al ser el órgano más expuesto del cuerpo 

humano es vulnerable a sufrir interrupciones en su estructura y funcionalidad, lo que se denomina 

herida dérmica, la cual está relacionada con diversas etiologías como las quemaduras, 

enfermedades congénitas y traumatismos.  Al presentarse una herida dérmica se desencadena 
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el proceso de cicatrización en el cual, intervienen muchos tipos celulares cuyas interrelaciones 

están reguladas por las citocinas, la matriz extracelular y las metaloproteinasas. Los progresos 

logrados en el conocimiento de este proceso permiten ahora comprender mejor la participación 

de los distintos tipos celulares durante las fases de proliferación, migración celular, síntesis de la 

matriz y contracción, así como la función esencial de las diferentes citocinas y proteínas de la 

matriz. 

Cuando se produce una herida, la cicatrización cutánea permite la reconstrucción del epitelio 

estratificado (la epidermis), la unión dermoepidérmica, la dermis y su vascularización. La 

aparición de una alteración funcional durante este proceso conduce a un retraso de la 

cicatrización que puede dar lugar a una herida crónica o a la formación de una cicatriz patológica 

de tipo queloide. 

1.2.1. Proceso de cicatrización cutánea  

El estudio morfológico de los sitios donantes (cara interna de los muslos, glúteos, la región debajo 

de la clavícula, la región delante y detrás de la oreja, y el brazo) de injertos humanos y el uso de 

modelos animales en heridas agudas han permitido identificar cuatro etapas en la cicatrización 

cutánea, las cuales son las siguientes [28]: 

• Respuesta vascular y coagulación de la sangre: Esta etapa inicia inmediatamente 

después de surge una lesión, la sangre penetra en la herida desde los vasos sanguíneos 

dañados. La sangre retira, por arrastre, los cuerpos extraños, lo que contribuye a prevenir 

la infección (primer mecanismo de limpieza). Después de algunos segundos los vasos se 

contraen para reducir el sangrado. Células sanguíneas especiales denominadas 

plaquetas se adhieren unas a otras para formar un tapón. Este agregado detiene la 

hemorragia al taponar el vaso sanguíneo lesionado. Para seguir estabilizando el tapón 

plaquetario, el proceso de coagulación produce fibrina, necesaria para la coagulación 

sanguínea. 

• Inflamación: Esta etapa del proceso de cicatrización se caracteriza por la formación de 

exudado y el enrojecimiento de la piel circundante. En primer lugar, los leucocitos (las 

llamadas células inflamatorias: primero neutrófilos y luego macrófagos) invaden el tejido 

lesionado y comienzan a limpiar la zona de desechos, tanto tejidos muertos y 

contaminantes como bacterias. En segundo lugar, las plaquetas y las células inflamatorias 

liberan mediadores, como los factores de crecimiento, para desencadenar el ulterior 

proceso de curación.  
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• Proliferación: En esta etapa los macrófagos segregan mediadores para iniciar la 

reparación de la dermis. Los fibroblastos, las células principales de la dermis, migran hacia 

el tejido lesionado y producen colágena, el componente más importante de la dermis. Se 

forma tejido conectivo fresco que rellena la brecha y recibe el nombre de tejido de 

granulación debido a su aspecto granular. Además, se forman nuevos vasos sanguíneos, 

proceso denominado angiogénesis. Con la finalidad de restaurar la función barrera de la 

piel, la epidermis tiene que ser reparada por proliferación de los queratinocitos, las células 

principales de la epidermis, que migran desde los bordes de la herida y los folículos pilosos 

para cerrar la herida. 

• Remodelación de la MEC y maduración de la cicatriz: Tras el cierre de la herida, el tejido 

recién formado no es idéntico al tejido original. En los casos en que sólo se afecta la 

epidermis no se forma cicatriz (regeneración). Si se lesiona la dermis se formará una 

cicatriz (reparación normal). Los trastornos de la curación de la herida pueden propiciar 

una formación cicatricial insuficiente o excesiva. 

El proceso de una herida aguda pasará por las etapas del proceso de cicatrización de manera 

ininterrumpida, secuencial y en un periodo de tiempo predecible, lo cual conducirá al cierre 

espontáneo de la lesión. En la Figura 1.2. se observan de forma gráfica las etapas del proceso 

de cicatrización. 

 

Figura 1.2. Etapas del proceso de cicatrización cutánea. Shield HealthCare (2018). 

En la Tabla 1.1. se enlistan las principales actividades de los factores de crecimiento involucrados 

en el proceso cicatrización cutánea. No obstante, de permanecer estancado el proceso de 
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cicatrización en alguna de sus etapas durante un periodo de tiempo que exceda los 21 días, la 

herida se considerará crónica. Dicho estancamiento puede tener lugar debido a la interacción de 

diversos factores, como el estado nutricional del paciente, el nivel de oxigenación de los tejidos, 

una elevada carga bacteriana (más de 105 microorganismos por gramo de tejido), el exceso de 

humedad local, el estrés físico y emocional y la presencia de patologías concomitantes [30,31]. 

Tabla 1.1.  Principales actividades de los factores de crecimiento involucrados en la 
cicatrización cutánea. 

 Células productoras  Actividad 

TGF β Plaquetas, macrófagos, 
linfocitos, fibroblastos 

Proliferación de los 
fibroblastos y de las células 

endoteliales, síntesis de 
matriz extracelular 

PDGF Plaquetas, queratinocitos, 
células endoteliales, 

fibroblastos 

Migración y proliferación de 
los fibroblastos, síntesis de 

colágeno. 

Quimiotáctico para neutrófilos 
y monocitos 

bFGF (FGF2) Queratinocitos, fibroblastos, 
plaquetas 

Angiogénesis  

Epitelización 

VEGF Queratinocitos, macrófagos, 
plaquetas 

Angiogénesis 

KGF Fibroblastos Migración y proliferación de 
los queratinocitos 

EGF Plaquetas, queratinocitos, 
macrófagos 

Migración y proliferación de 
los queratinocitos. 

Proliferación de las células 
endoteliales y de los 

fibroblastos 

TGF β: factor de crecimiento transformante; PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaquetas; 
bFGF: factor de crecimiento de los fibroblastos básico; EGF: factor de crecimiento epidérmico; KGF: 
factor de crecimiento de los queratinocitos; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular [31]. 
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En México, las estadísticas proporcionadas por el Centro Nacional de Investigación y Atención 

de Quemados (CENIAQ) muestran que las lesiones por quemaduras ocupan el decimotercer 

lugar de las causas de defunción con 2 mil 775 muertes al año. 

Actualmente se estima que 1 a 2% de la población general padece úlceras crónicas en los 

miembros inferiores, definidos como pérdida de continuidad en la piel por más de seis semanas 

sin cicatrización después de tres meses; siendo predominantemente de etiología venosa (70%), 

seguidas por las arteriales (20%) y neuropáticas [32]. 

1.3. Sustitutos cutáneos 

Los sustitutos cutáneos, creados para tratar tanto heridas agudas como crónicas [34, 35], deberán 

otorgar una rápida cobertura del defecto para disminuir el dolor de la zona y recuperar la función 

original del tejido de la forma más segura posible [35]. Además de su disponibilidad inmediata, 

deben ser estériles, fáciles de aplicar, eficientes, cómodos, elásticos y resistentes [36]. Es 

fundamental que la pigmentación final del tejido reparado sea lo más semejante a la piel sana, 

sin dejar secuelas de hiper o hipopigmentación. Además, deberán ser bien tolerados a modo de 

evitar una reacción inmunológica, inflamación o rechazo agudo del injerto [37]. Lo ideal es que 

sean biodegradables en su totalidad sin depositar residuos tóxicos en el área afectada y que 

dejen la menor cantidad de tejido cicatricial posible. Finalmente, un tema no menor es que el 

costo-beneficio sea favorable para el paciente [38]. 

Para la creación de la mayoría de estos sustitutos cutáneos se debe considerar tres aspectos 

fundamentales: Fuente celular, biopolímeros y moléculas solubles [39]. 

• Fuente celular: Este componente es importante para la formación de la MEC que se irá 

depositando a medida que progresa la reparación de la herida cutánea. Mediante el cultivo 

de células in vitro, es posible obtener una cantidad suficiente de ellas para luego 

incorporarlas in vivo. 

• Biopolímeros: Polímeros empleados como MEC artificial, andamios, plataformas o 

soportes. Todos ellos son elementos necesarios para otorgar apoyo y cierto grado de 

bioactividad, aportando un medio favorable para el desarrollo, proliferación y 

diferenciación celular. 

• Moléculas solubles: Corresponden a factores de crecimiento y citoquinas que permitirán 

modular el comportamiento de las células con su entorno a fin de acelerar la reparación 

tisular. 
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1.4. Ingeniería de tejidos 

En la década de los 80 surge un nuevo campo de la medicina que aplica los principios del cultivo 

celular a polímeros sintéticos biodegradables de soporte, con el fin de crear sustitutos biológicos 

autólogos que puedan mejorar, mantener o restaurar la función de órganos o tejidos dañados. 

El término “Ingeniería tisular” se acuño en 1988 [40] definiéndose como un nuevo campo de 

investigación, de rápido desarrollo, cuyo objetivo es la fabricación de tejidos [41]. Esta área de 

investigación, evolucionó del campo de desarrollo de biomateriales y se refiere a la práctica de 

combinar andamios, células y moléculas biológicamente activas para crear tejidos funcionales 

[42]. 

El éxito de la ingeniería de tejidos se basa en comprender la interacción entre las células 

progenitoras o adultas, las señales reguladoras y los biomateriales/andamios utilizados para 

administrarlas, también conocida como la tríada de la ingeniería de tejidos (Figura 1.3.) [43]. 

  

Figura 1.3. Triada de ingeniería de tejidos. Se muestran los componentes de la triada que 
interaccionan entre sí para favorecer la restauración de los tejidos [43]. 

javascript:;
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1.4.1. Ingeniería de tejidos cutáneos 

A pesar de su importancia clínica, los injertos cutáneos tienen muchas limitaciones, incluida la 

disponibilidad del donante. A lo largo de los siglos, una demanda cada vez mayor de sustitutos 

de la piel para el reemplazo de defectos cutáneos resultantes de quemaduras, traumatismos, 

infecciones, rechazo de injertos, cicatrices, defectos genéticos y otras enfermedades se convirtió 

en un importante desafío de atención médica. Derivado de esto, se han empleado diferentes 

estrategias para los tratamientos de heridas, que se analizan a continuación: 

• Injerto de piel con autoinjerto 

Debido a la falta de queratinocitos para reformar el epitelio, las heridas dérmicas más profundas 

cicatrizan lenta e inadecuadamente, para ello, se han empleado "autoinjertos". Este tipo de injerto 

proviene de tejido del mismo paciente, por lo que no existe el rechazo. En esta aplicación, la 

curación de la herida depende del grosor de la dermis subyacente en el injerto. La dermis gruesa 

conduce a una curación más rápida y a un mejor aspecto cosmético y estético de la herida en 

cuestión. El tejido de los sitios donantes se puede volver a recolectar varias veces después de la 

curación, ya que los sitios se adelgazan debido a la falta de regeneración de la dermis después 

de cada cosecha. Lo cual puede representar un reto, dado que el tejido sano, no siempre está 

disponible en los pacientes [44]. 

• Aloinjertos de piel 

El donador de este material y el receptor son individuos diferentes, pero de la misma especie. Un 

método para superar la limitación del tejido donante para el injerto de piel con un autoinjerto es 

usar aloinjertos. El uso clínico del aloinjerto de piel humana se describió por primera vez en el 

manuscrito de Branca de Sicilia en 1503 y se han utilizado desde la Segunda Guerra Mundial. 

Este tipo de injertos, no solo proporcionan una barrera ante agentes patógenos, también activan 

la angiogénesis, proporcionando factores de crecimiento y citocinas esenciales para la curación 

de heridas [45], y sirven como una cobertura temporal debido al rechazo inmunogénico por parte 

del sistema inmunitario del huésped y la transmisión viral (p. ej., hepatitis B y C o VIH). La 

aplicación de aloinjerto de piel humana protege el tejido subyacente al tiempo que permite la 

formación de tejido de granulación y la contracción de la herida [46]. 

• Xenoinjertos 

Un injerto quirúrgico de una especie a otra especie diferente se conoce como xenoinjerto. Los 

sustitutos de la piel recolectados de los animales que se usan en heridas humanas constituyen 
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un xenoinjerto y pueden usarse como injertos temporales para heridas humanas. El xenoinjerto 

fusiona CLG exógena en la herida, ayudando así a la regeneración dérmica. Estos xenoinjertos 

se absorben a medida que la herida cicatriza, lo que los hace perfectos para heridas quirúrgicas 

[47]. Los xenoinjertos más utilizados son de piel porcina [45], pese a su uso, han sido relacionados 

a rechazo inmunológico y transmisión de enfermedades hacia el humano. 

1.4.2. Andamios en la ingeniería de tejidos cutáneos 

Un andamio es una estructura 3D fabricada a partir de una gran variedad de biomateriales y es 

un elemento de soporte vital para la unión celular, el crecimiento y el mantenimiento en el cultivo 

celular. Las propiedades mecánicas y biológicas de los andamios dependen de la composición 

química, la estructura y la disposición de sus macromoléculas constituyentes, e influyen en la 

morfología, el comportamiento y la función celular [48]. Los andamios se pueden elaborar 

utilizando algunas de las siguientes técnicas de fabricación como: 

• Tejido de fibras: El tejido de fibras es una de las técnicas, junto con la de lixiviación de 

partículas y evaporación de solventes, que se usó inicialmente para la obtención de 

membranas y andamios tridimensionales, teniendo mucho alcance dada la sencillez de 

las mismas y sus bajos costos [49] . 

• Moldeo por evaporación de disolvente (Solvent casting) y lixiviación de partículas 

(particulate leaching): Surge como una alternativa a la desventaja presentada por la 

técnica de tejido de fibra ante la necesidad de controlar el tamaño de los poros y diámetro 

de las fibras. Es por ello que en este caso, la selección de porógeno a usar es crucial, 

dado que permitirá  controlar el tamaño de poros y  proporcionar una interconectividad de 

los mismos, para generar una relación superficie-área-volumen, así como el nivel de 

cristalinidad, sin perder la estabilidad física del andamio [43]. 

• Espumado con gas: La metodología es crear discos de polímeros comprimidos (por 

ejemplo, poliésteres) que son ligeramente calentados (al menos por encima de su 

temperatura de transición vítrea, en aquellos casos donde pueda ser necesario) y luego 

se inyecta gas de dióxido de carbono (CO2) a alta presión. A medida que se reduce la 

presión, la nucleación y formación de poros se generan en la matriz del polímero en 

función de la cantidad de gas inyectado y en la reducción de la tasa de presión [50]. 

• Moldeo desde el fundido: Esta técnica requiere de mezclar las partículas de un polímero 

y de un porógeno que se combinan y son inyectadas en un molde en un proceso donde 

la temperatura debe estar por arriba de la temperatura de transición vítrea del polímero 
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(para polímeros amorfos) o de la temperatura de fusión (para los polímeros 

semicristalinos) [51]. 

• Extrusión: El proceso de extrusión hace referencia a cualquier operación de 

transformación en la que un material fundido es forzado a atravesar una boquilla para 

producir un artículo de sección transversal constante y, en principio, longitud indefinida 

(Michaeli et al., 1993) [52]. Uno de los primeros trabajos reportados usando esta técnica 

aplicada a la ingeniería de tejidos, fue el trabajo de Widmer y colaboradores en 1998 [53], 

quienes utilizaron un copolímero de poliácido láctico-glicólico (PLGA) y poli L-ácido láctico 

(PLLA) para formar andamios tubulares enfocados en la regeneración del nervio 

periférico. 

• Electrospinning o electro-hilado: Es una técnica que permite la creación de micro y 

nanofibras a través de la deposición en el colector de una solución polimérica 

eléctricamente cargada. Los andamios producidos por electrospinning son herramientas 

muy atractivas para la ingeniería de tejidos, dado que estos imitan físicamente 

(biomimetizan) a una matriz extracelular natural, y es por ello que estos andamios actúan 

como buenos soportes para la adhesión y desarrollo celular [54]. 

• Prototipado rápido de formas libres sólidas (PR): Entre las tecnologías de PR están [55]: 

modelado por deposición de material fundido (FDM, en inglés), sinterización selectiva por 

láser (SLS, en inglés), estereolitografía (SLA, en inglés), impresión por bioextrusión 3D 

(3D-P), fabricación por corte y laminado (LOM, en inglés), fotopolimerización por luz UV 

(SGC, en inglés). Estas técnicas permiten fabricar andamios con arquitectura altamente 

reproducible y variable en cuanto a composición, permiten controlar tamaño, forma, 

geometría e interconectividad de la matriz produciendo estructuras biomiméticas y 

complejas en comparación con las otras tecnologías. 

• Liofilización:  Esta técnica se basa en la utilización de soluciones homogéneas de un 

sistema polimérico en un disolvente de punto de congelación relativamente elevado. La 

solución se enfría hasta temperaturas inferiores a la solidificación del sistema y el 

disolvente se elimina por sublimación a vacío manteniendo el sistema congelado. La 

morfología del material poroso está controlada por la transición de fase que tiene lugar 

durante el proceso de enfriamiento [56].  

Idealmente, los andamios no solo deberían proporcionar una estructura de soporte, sino también 

las señales químicas, mecánicas y biológicas necesarias para responder a los estímulos 
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ambientales. A diferencia de un cultivo celular monocapa 2D, un cultivo celular 3D es un modelo 

mucho más satisfactorio, dado que imita con mayor precisión las características in vivo de la 

morfología celular, el comportamiento, la organización y la fisiología, así como las complejas 

interacciones célula-célula y célula-matriz y la dinámica de transporte de nutrientes y células [57]. 

1.5. Colágena  

La colágena, es una macromolécula biológica que constituye del 25% al 35% de proteínas en el 

cuerpo humano, es la proteína de mamífero más abundante y la proteína fibrosa estructural clave 

de la MEC de tejidos biológicos, tanto en organismos invertebrados como vertebrados [58]. La 

CLG está presente principalmente en los tejidos conectivos fibrosos como fascias, aponeurosis, 

ligamentos, tendones, periostea, pericondria, epimisia, perimisia, epineuria, perineuria, discos 

intervertebrales, cápsulas de órganos, adventicia de vasos sanguíneos y la mayoría de los 

órganos huecos, incluidos los tractos gastrointestinal y genitourinario, meninges, cápsulas 

articulares, la dermis de la piel, y también abunda en córneas, cartílagos, huesos y escleróticas, 

donde cumple una función estructural esencial, proporcionando resistencia a la tracción y 

flexibilidad a los tejidos y órganos. Hasta el momento se han identificado al menos 29 tipos de 

CLG y se han clasificado principalmente según su estructura. Más del 90% de la CLG en el cuerpo 

es de tipo I, mientras que los otros tipos comunes de CLG incluyen los tipos II, III y IV. 

La molécula de CLG tipo I está constituida por tres cadenas polipeptídicas denominadas cadenas 

α, dos cadenas α idénticas designadas como α1(I) y una cadena α diferente α2(I) que se enrollan 

sobre sí mismas formando una superhélice con una longitud de 300 nm, un diámetro de 1.5 nm 

y un peso molecular de 300 kDa. La estructura a su vez, se divide en dos segmentos: la parte 

central (helicoidal) y la parte no helicoidal conocida como telopéptido correspondiente a los 

extremos terminales de la cadena: N-terminal (Grupo amino terminal) y C-terminal (Grupo 

carboxilo terminal). Las cadenas α1(I) están conformadas por una secuencia de 1052 

aminoácidos de los cuales 1011 corresponden a la parte central, 16 al extremo N-terminal y 25 al 

extremo C-terminal [59], mientras que la cadena α2(I) está formada por 1029 residuos 

aminoácidos (Figura 1.4.) [60]. Su estabilidad se debe principalmente a los entrecruzamientos 

intermoleculares. 
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Figura 1.4. Estructura de la triple hélice de la colágena tipo I humana [58]. 

 
La conveniencia de la CLG y su amplia aplicabilidad en diversos campos como biomaterial 

depende principalmente de propiedades como la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, la fácil 

disponibilidad y la alta versatilidad [55,56]. Además, la CLG puede formar una arquitectura 

tridimensional (3D) intrincada altamente organizada de redes de fibra tejida mediante 

autoagregación y reticulación. Estas redes resisten el estrés de tracción en múltiples direcciones 

y apoyan el crecimiento celular [62]. Por lo tanto, la importancia de la CLG se reconoce cada vez 

más como una fuente clave de biomateriales en diversas áreas que van desde soluciones de 

CLG inyectables hasta andamios biomiméticos para el cultivo de células 3D, ingeniería de tejidos, 

administración de medicamentos y medicina regenerativa [58,59]. 

1.5.1. Colágena de origen marino 

Los polímeros naturales de los recursos marinos como: Alginato, Carragenina y CLG han atraído 

cada vez más atención en los últimos años, ya que son biológicamente activos y abundantes en 

comparación con los polímeros de otras fuentes [65]. 

Los organismos marinos son una rica fuente de compuestos estructuralmente nuevos y 

biológicamente activos. Hasta la fecha, muchos componentes biológicos han sido aislados de 

varios recursos marinos (Tabla 1.2.). La CLG de origen marino ofrece ventajas sobre la CLG de 

los mamíferos, como ser amigable con el medio ambiente, tener una mejor absorción debido al 

bajo peso molecular, tener una respuesta inflamatoria mínima o nula, puede extraerse fácilmente, 

es soluble en agua y es segura porque está libre de riesgos de enfermedades animales, está 

disponible en cantidades abundantes y presenta un 99% de identidad con la CLG humana [18], 

[64]. Hasta la fecha, se ha encontrado CLG en varias especies marinas, incluidos corales, 

esponjas, erizos de mar, salmones, medusas, moluscos y algas rojas coralinas [16]. 

 



15 
 

Tabla 1.2. Cuadro comparativo de las principales fuentes de CLG empleadas y/o investigadas 
para la producción de andamios a base de CLG. 

Fuente Inmunogenicidad 
/ antigenicidad 

Riesgo 
de 
Zoonosis 

Restricción 
religiosa  

Disponibili-
dad 

Precio** Referen-
cias  

Recombi-
nante 

Bajo No No Limitada Muy alto Davinson-
Kotler et al.  
(2019); He 
et al. 
(2021) 

Bovina Bajo Si Si Muy alta Bajo Zhang et 
al. (2017); 
Ávila 
Rodríguez 
(2018) 

Porcina Bajo Si Si Muy alta Bajo Silvipriya et 
al. (2015); 
Ávila 
Rodríguez 
(2018) 

Ovina Bajo Si No Limitado* Moderado Busra et al. 
(2019) 

Equina Bajo Si Si Alta Moderado Silvertein et 
al. (2014); 
Gallo et al. 
(2020) 

Aves de 
corral 

Variable Si No Alta Alto Pantin-
Jackwood 
et al. 
(2017); 
Gronlien et 
al. (2019) 

Peces Variable Si (Pero 
más baja 
que las 
fuentes 

mamíferas 
y aviares) 

 

No Muy alta Alto Kobayashi 
et al. 
(2016); 
Milovanovic 
and Hayes 
(2018); 
Kourani et 
al. (2019); 
Salvatore 
et al. 
(2020) 

Medusa Bajo No No Limitado* Alto Putra et al. 
(2014); 
Flaig et al. 
(2020) 

 
El suministro limitado resaltado con (*) indica un muy bajo número de empresas que proporcionan esa 

colágena. En cuanto al precio (**), un costo comercialmente competitivo del a colágena para usos 
sanitarios está en el rango de 5,000 a 50,000 USD / kg (Silva et al., 2014) [66]. 
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1.6. Andamios basados en colágena de origen marino 

Andamios fabricados a partir de la CLG de origen marino, con una porosidad mayor al 90% y 

tamaños de poro entre 100-150 µm han sido ampliamente usados para ingeniería de tejidos en 

cartílago, hueso, hígado, piel y tejido cardíaco [62–64]. 

Entre los trabajos de investigación más notorios de la ingeniería de tejidos de la piel empleando 

CLG de origen marino, se encuentran investigaciones previas de Vigneswari et al., quién describió 

el efecto de curación de heridas de los andamios de poli 3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato (P-

3HB-co-4HB) donde la superficie aminolizada fue conjugada con péptidos de CLG de escamas 

de tilapia. Los andamios P-3HB-co-4HB/péptidos de CLG mejoraron la fijación y proliferación de 

fibroblastos de ratón (L929) y tuvieron un efecto significativo en la contracción y el cierre de la 

herida [70]. Se usó CLG de escamas de pez Mrigal (Cirrhinus cirrhosis) para la fabricación de 

andamios mediante el método de liofilización [71]. Este andamio de CLG de origen marino 

favoreció el crecimiento y la proliferación de fibroblastos y queratinocitos humanos primarios y el 

co-cultivo 3D, lo que dio como resultado una curación más rápida de la herida y el desarrollo de 

una capa epidérmica estratificada in vitro, demostrando su aplicabilidad como un sustituto 

dérmico. Ullah et al  [72] fabricaron un andamio poroso compuesto de quitosano/glicerina y CLG 

de escamas de pescado de tilapia a través del método de reticulación de liofilización 

deshidrotermal (DHT). Dicho andamio promovió la proliferación, adhesión e infiltración de 

fibroblastos humanos y queratinocitos in vitro. 

1.6.1. Métodos para obtener andamios de colágena 

Generalmente, se han fabricado andamios 3D porosos de CLG por métodos de liofilización y 

evaporación en punto crítico. 

Entre los trabajos de investigación reportados referentes a este tema de investigación se 

encuentran: el desarrollo de un enfoque indirecto del uso de la tecnología de manufactura aditiva 

para fabricar andamios con canales internos para vascularización predefinidos, es decir, 

mediante la generación de un molde de sacrificio por impresión de chorro de tinta de compuestos 

orgánicos de bajo punto de fusión [73]. 

Ahn y et al. (2010) desarrollaron un método de manufactura aditiva criogénica combinado con 

liofilización y electrohilado para obtener andamios de CLG de baja viscosidad a temperaturas 

bajo cero, a fin de mejorar ciertos aspectos en la procesabilidad de las soluciones de CLG. La 

estructura de poros del andamio fue controlada por las micro/nanofibras de CLG presentes en 

capas en el andamio. Los andamios jerárquicos se caracterizaron con respecto a la unión celular 

inicial y la proliferación de células troncales mesenquimales derivadas de médula ósea dentro de 
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los andamios. El andamio jerárquico exhibió una unión celular inicial increíblemente mejorada y 

una compacidad celular entre los poros del andamio trazado en relación con el andamio de CLG 

3D normalmente diseñado [67]. 

Lode et al. (2016) desarrollaron un método sencillo basado en el trazado en 3D de una dispersión 

de CLG altamente viscosa. El estado hinchado de las fibrillas de CLG a pH 4 permitió la extrusión 

homogénea del material, la deposición de hebras uniformes y finalmente la construcción de 

andamios 3D. La estabilización de las estructuras trazadas se logró mediante liofilización y 

reticulación química con la carbodiimida EDC. Los andamios exhibieron una alta forma y fidelidad 

dimensional y una porosidad jerárquica que consistía en macroporos generados por la deposición 

de hebras, así como una microporosidad interconectada dentro de las hebras como resultado del 

proceso de liofilización. El cultivo de células estromales mesenquimales humanas en los 

andamios, con y sin estimulación adipogénica u osteogénica, reveló su citocompatibilidad y 

aplicabilidad potencial para la ingeniería de tejido adiposo y óseo [74]. 

1.6.2. Métodos de entrecruzamiento de CLG  

El entrecruzamiento se produce comúnmente cuando las cadenas de un polímero se unen entre 

ellas por medio de enlaces covalentes propiciados por agentes físicos y químicos. La radiación 

gamma puede ser aplicada como agente entrecruzante físico. Sin embargo, la energía de la 

radiación gamma puede destruir la estructura nativa de la proteína.  Así como la radiación gamma 

también la radiación ultravioleta puede ser utilizada como entrecruzante. Es menos dañina que 

la radiación gamma, pero la luz UV a su vez puede perjudicar la estructura de la proteína. Por 

otro lado, ejemplos de entrecruzante químicos son el glutaraldehído (GTA) y genipina. El GTA es 

una molécula alifática de cinco carbonos con un grupo de aldehído en cada extremo de la cadena 

[75]. Es uno de los compuestos químicos utilizados para mejorar las propiedades mecánicas de 

los biomateriales a base de CLG. El GTA se aplica ampliamente como agente de unión cruzada 

para la preparación de, por ejemplo: válvulas cardíacas, injertos vasculares, cartílago elástico, 

xenoinjertos de tendón y piel artificial [71,72]. Se sabe que los enlaces cruzados de CLG con GTA 

se forman a través de la reacción de grupos de ε-amino de residuos de lisina o hidroxilisina 

presentes en la CLG con el grupo aldehído [77]. En general, el principal producto de la reacción 

en solución acuosa en pH neutro es un intermedio base Schiff [78]. El esquema simplificado de 

está de esta reacción se puede ver en la Figura 1.5.  
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Figura 1.5. Esquema simplificado de la reacción de entrecruzamiento de la CLG con GTA [79].
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HIPÓTESIS 

La utilización del método de liofilización y entrecruzamiento con glutaraldehído (GTA) permitirá 

obtener un andamio de colágena de medusa (Cassiopea xamachana) con potencial aplicación 

en la ingeniería de tejidos cutáneos. 

OBJETIVOS 

General 

Obtener un andamio de colágena de origen marino entrecruzado con glutaraldehído con potencial 

aplicación en la ingeniería de tejidos cutáneos. 

Específicos 

1. Obtener y caracterizar CLG de medusa (Cassiopea xamachana). 

2. Manufacturar andamio de CLG de medusa (Cassiopea xamachana) mediante liofilización 

entrecruzado con GTA. 

3. Caracterizar por FTIR y ensayo de ninhidrina el andamio de CLG de medusa (Cassiopea 

xamachana) entrecruzado con GTA. 

4. Evaluar la citotoxicidad del andamio en cultivo de fibroblastos in vitro. 
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CAPÍTULO II. METODOLOGÍA 

El esquema de las actividades realizadas en la parte experimental de este proyecto se muestra 

en la Figura 2.1. cómo puede apreciarse, se realizaron 4 etapas principales. 

 

Figura 2.1. Esquema general de las actividades del proyecto. 

2.1. Obtención y caracterización de la CLG 

2.1.1. Extracción de la CLG de medusa (Cassiopea xamachana) 

Para la obtención de la CLG se empleó la metodología descrita por Miller y Rhodes [80] con 

modificaciones en los tiempos de la digestión enzimática y pretratamiento de la materia prima. El 

procedimiento para la extracción de CLG de origen marino, fue el siguiente:  

• Selección de la materia 

Las medusas de la especie Cassiopea Xamachana fueron colectadas en la laguna de Chelem, 

ubicada en la costa norte del estado de Yucatán en el Golfo de México. La colecta se realizó de 

forma aleatoria (Figura 2. 2.), en el periodo de junio de 2019 a enero de 2020. Permiso de colecta 

registrado ante SEMARNAT: SGPA/DGVS/011043/17. 
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Figura 2.2. Colecta de medusas. 

• Preparación de la materia prima 

Se preparó la medusa, retirando la parte oral (tentáculos) y utilizando exclusivamente la parte 

aboral (campana). Todas las campanas se lavaron con agua destilada y posteriormente se 

colocaron en un procesador de alimentos para reducir el tamaño de las campanas y facilitar la 

acción del ácido durante el proceso de solubilización. 

• Solubilización 

La solubilización de 2 Kg de campanas de medusa se realizó con ácido acético (CH3COOH) 0.5 

M en una proporción 1:1 por 4 horas a 25 °C. La suspensión se centrifugó a 1200 rpm durante 10 

minutos para eliminar los residuos no solubilizados. 

• Digestión de los telopéptidos 

La digestión de los telopéptidos se realizó con pepsina con una relación en peso de 1:10 

(enzima/tejido) y se agitó suavemente por 3 horas a 25 °C. Al eliminar los telopéptidos, la 

colágena resulta menos antígena, más pura y con mejores posibilidades para ser utilizada como 

biomaterial. 

• Recuperación de la Colágena 

La proteína se recuperó de la solución ácida precipitándola con cloruro de sodio (NaCl) 1 M en 

agitación constante durante una 1 hora. El precipitado resultante se centrifugó a 6000 rpm durante 

10 minutos a una temperatura de 10 °C, de esta segunda centrifugación, se descartó el 

sobrenadante con la finalidad de eliminar los microresiduos. 

El botón resultante se filtró y dializó empleando una membrana de diálisis de 12 KDa (SIGMA 

ALDRICH) usando CH3COOH 5 mM en un exceso de 100 volúmenes por 48 horas a una 

temperatura de 4 °C para eliminar los iones de NaCl. Al concluir el proceso de diálisis los botones 
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se almacenaron en tubos falcon de 50 mL y se colocaron en el ultracongelador. Finalmente, los 

botones se liofilizaron por un periodo de 5 días a 49 °C y con una presión atmosférica de 0.050 

mbar empleando el liofilizador FreeZone 4.5 (LABCONCO®). La colágena extraída fue molida con 

un mortero y almacenada en un desecador a una temperatura de 25 °C. En la Figura 2.3. se 

puede observar el diagrama esquemático del proceso de extracción. 

  

Figura 2.3. Diagrama esquemático del proceso de extracción de la colágena de origen marino. 

 

2.1.2. Caracterización de la CLG tipo I de origen marino 

Análisis de proteína: La concentración de proteína se determinó colorimétricamente utilizando un 

estándar de albúmina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) de acuerdo al método de 

Bradford. Se colocó en una placa de cultivo de 48 pozos 200 µL de sobrenadante y de botón de 

CLG al 0.025%, respectivamente, con la finalidad de conocer la concentración de proteína en 

cada muestra. El equipo empleado fue el lector multimodal Cytation 3 (Biotek ®). El complejo 

colorante-proteína presenta un máximo de absorción a 595 nm. 

Electroforesis en  dodecil sulfato de sodio (SDS) en gel de Poliacrilamida:: La pureza de las 

soluciones de CLG tomadas a diferentes tiempos con pepsina se analizaron por electroforesis en 
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gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida basándose en el método de Laemmli (1970) [81]. El 

porcentaje de gel que se uso fue de 7.5 % de gel separador, 4 % de concentrador y 24 μg de 

proteína. Se empleó un voltaje 120 V. Después de la corrida, para detectar las fracciones 

proteicas, las muestras se tiñeron con azul de Comassie al 10% y desteñidas con ácido acético. 

2.2. Elaboración de los andamios de CLG entrecruzado 

2.2.1. Manufactura mediante liofilización 

Los andamios se manufacturaron mediante liofilización, este procedimiento incluye la formación 

de cristales de hielo dentro de la solución de CLG durante la congelación que se realiza entre -

20 y -45 °C, estos cristales actúan como agentes porogénicos en la etapa de secado al vacío, 

resultando finalmente en un andamio poroso tridimensional.  

El proceso de manufactura de andamios por el proceso de liofilización consistió colocar alícuotas 

de 2 mL de CLG (18 mg/mL) de origen marino en placas de cultivo de 24 pozos (Diámetro por 

pozo: 1.6 cm). La placa se congeló a -20 °C durante 72 horas. La sublimación se realizó 

empleando el liofilizador FreeZone 4.5 (LABCONCO® ) a una temperatura de -49 °C y una presión 

atmosférica de 0.050 mbar durante 48 horas. 

2.2.2. Entrecruzamiento del andamio con GTA  

Para entrecruzar los andamios de CLG obtenidos, éstos se colocaron en un desecador junto con 

un vial que contenía 10 mL de una solución de GTA al 25% (m/m). Posteriormente, el desecador 

fue sellado al vacío mecánico utilizando una bomba de diafragma marca KNF modelo UN811 

KTP, a una temperatura constante de 25 °C como se observa en la Figura 2.4, con la finalidad de 

que los andamios solamente reaccionaran con el vapor de GTA al interior del desecador. Los 

tiempos de reacción seleccionados para el entrecruzamiento con GTA fueron de 2 y 4 horas [82]. 

Pasado cada respectivo tiempo de reacción, el desecador fue abierto en una campana de 

extracción y se retiró el vial que contenía la solución de GTA. Se dejaron secar los andamios en 

la campana durante una hora. 

• Eliminación del entrecruzante residual 

Posteriormente de haber sometido a los andamios al proceso de entrecruzamiento con la 

metodología propuesta, se sometió a los andamios a un proceso de eliminación de residuos de 

GTA que no reaccionaron con los andamios de CLG. Para ello, se cerró de nuevo el desecador, 

que contenía en su interior solamente los andamios entrecruzados con GTA y se generó vacío 

mediante la bomba de diafragma durante 60 minutos. 
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El desecador fue de nuevo abierto y los andamios entrecruzados en su interior fueron lavados 

con agua destilada y se dejaron secar al aire durante 18 horas. 

 

Figura 2.4. Montaje del sistema para entrecruzar los andamios de CLG con GTA. 

. 
2.3. Caracterización química del andamio de CLG 

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier en  modo de reflectancia total atenuada 

(FTIR-ATR, por sus siglas en inglés): Esta prueba permite identificar la presencia de grupos 

funcionales en las materias primas y los productos, por lo que, se realizó con la finalidad de 

visualizar algún cambio químico en la estructura después de someter a los andamios al 

tratamiento de entrecruzamiento con GTA. Inicialmente, esta prueba se realizó mediante la 

técnica de ATR utilizando un espectrómetro  Nicolet 8700 (Thermo Scientific). Para esta prueba 

se emplearon 5 mg de muestra de CLG antes y después de entrecruzar con GTA a periodos de 

tiempo de 2 y 4 horas (CLG-GTA-2h y CLG-GTA-4h). Las muestras se colocaron sobre el cristal 

de seleniuro de zinc (ZnSe) del espectrómetro a un intervalo de 4000 cm-1 a 600 cm-1.  

Ensayo de Ninhidrina: Este ensayo se realizó para hacer el análisis del grado de entrecruzamiento 

de los andamios de CLG entrecruzados con GTA con base en la cantidad de grupos amino libres 

en dichos andamios.  

Inicialmente, se colocó 2 mg de cada muestra (CLG, CLG.GTA-2h y CLG-GTA-4h) en tubos de 

ensayo a los cuales se les agrego 2 mL de la solución de la ninhidrina al 20% en etanol al 96%. 

El C+ fue la solución de ninhidrina sin andamio. Los tubos se calentaron a 80 °C en baño maría 

por 25 minutos y posteriormente se dejaron enfrían por una hora a 25 °C. Se tomaron alícuotas 

de 200 µL de cada muestra y se colocaron en pozos (Figura 2.5.) de una placa de cultivo de 48 
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pocillos para medir la absorbancia de cada solución a una longitud de onda de 570 nm 

empleando el lector de placas CYTATION 3 (BioTek®). 

El contenido de los grupos amino libres presentes en la CLG, utilizado como indicador del grado 

de entrecruzamiento, se definió como: 

Grado de entrecruzamiento % = [
NH0 − NHt

NH0
] x 100                   (1) 

 

donde NH0 es la cantidad de grupos amino libres en las muestras no entrecruzadas y NHt es la 

cantidad de grupos amino libres en las muestras entrecruzadas  [83]. 

2.4. Caracterización biológica 

Ensayo de viabilidad celular: Se realizaron lixiviados con los andamios de CLG entrecruzados a 

2 y 4 horas con GTA y sin entrecruzar, respectivamente, por lo cual fueron previamente pesados 

y esterilizados mediante luz UV. Posteriormente se lavaron con PBS 1X (0.01 M) y se colocaron 

en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, por sus siglas en inglés) con 1% de antibiótico 

y antimicótico y anfotericina B, con base en la norma ISO 10993-12.  

Los lixiviados obtenidos se colocaron en un cultivo de fibroblastos humanos con una densidad 

celular de 6 ×103 células por pozo. Con base en el diseño experimental se colocó en cada pozo 

40 µL de cada lixiviado y 40 µL de RPMI con SFB al 10%. Como control positivo se utilizaron 

fibroblastos con medio (C+) y al control negativo se le agregó una solución con SDS en PBS al 

1% v/v (C-). El seguimiento de la proliferación celular se realizó utilizando el reactivo CellTiter-

Blue® a las 3, 24 y 48 horas de haber iniciado en ensayo. Éste reactivo se basa en la detección 

de la reducción mitocondrial de la resazurina (compuesto nitrogenado con tonalidad azul) a 

resorufina (compuesto rojizo). Esta reacción de óxido-reducción sólo tiene lugar en las células 

viables. Para los ensayos con los andamios se realizó un seguimiento de la absorbancia a 570-

600 nm con el equipo Cytation 3 (BioTeK®). Para calcular el porcentaje de viabilidad celular, se 

empleó la siguiente ecuación [84]:  

 % viabilidad = [
Abs de la muestra

𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
] x 100                   (2) 

 

Ensayo de citotoxicidad cualitativa: Para el ensayo se empleó el cultivo de fibroblastos dérmicos 

humanos utilizado en el ensayo de viabilidad con CellTiter-Blue®. Transcurrido cada tiempo de 

incubación se retiró el medio de cada pozo y se lavaron con PBS 1X (0.01 M). Posteriormente las 

células se fijaron en el pozo con metanol y se tiñeron con cristal violeta al 0.5 %, el cual es un 
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colorante basófilo que atraviesa la membrana celular y se acumula en el citoplasma y tiene la 

capacidad de vincularse al ADN.  

Finalmente se realizó la microscopia óptica de los cultivos de fibroblastos teñidos con el cristal 

violeta y expuestos a los andamios de CLG entrecruzados y sin entrecruzar mediante el empleo 

del microscopio invertido modelo TCM 400 de la marca LABOMED®. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

27 
 

CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Obtención y caracterización de la CLG  

3.1.1. Extracción de la CLG tipo I de origen marino 

En la Figura 3.1. se puede apreciar la apariencia de la CLG extraída de la medusa Cassiopea 

xamachana con la metodología propuesta. La proteína se encuentra en su presentación en polvo 

con una coloración ligeramente beige. 

 

Figura 3.1. CLG tipo I de origen marino obtenida del proceso de extracción realizada a partir de 
la medusa Cassiopea xamachana. 

 

3.1.2. Caracterización de la CLG de origen marino 

La proteína obtenida fue caracterizada por el método de Bradford y electroforesis en gel de 

dodecil sulfato de sodio-poliacrilamina (SDS-PAGE). 

Análisis de proteína (método Bradford): En la Figura 3.2. se observa la curva de calibración 

obtenida utilizando concentraciones de BSA de 0 a 10 µg. 

 

Figura 3.2. Curva de calibración empleada para la cuantificación de la CLG obtenida.  
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En la Figura 3.3. se presentan las muestras de CLG posterior a su centrifugación, el botón y 

sobrenadante por duplicado en la placa de cultivo de 48 pozos después de adicionar el azul 

de coomassie. 

 
Figura 3.3. Apariencia de las muestras sometidas al ensayo de Bradford. La muestra de 

sobrenadante se encuentra en los pozos C1 y D1, la muestra de Botón en C2 y D2. 

Los resultados del análisis de concentración de proteína de ambas muestras se presentan en la 

Tabla 3.1.  

Tabla 3.1. Absorbancia de las muestras de estudio. 

 

Muestra 
Absorbancia 

promedio 

Botón de CLG 

 

0.56 ± 0.08 
 
 

Sobrenadante 

 

0.32 ± 0.01 
 
 

 
La lectura de absorbancia en el botón de CLG fue significativamente mayor a la de la muestra de 

sobrenadante. La ecuación de la recta para la regresión fue y= 0.0177x + 0.2621 y el coeficiente 

de correlación, R2= 0.9904 este valor debe ser lo más cercano a 1, esto sugiere una relación 

lineal entre la absorbancia y la concentración (variables). El R2 calculado indica que el 99 % de 

la información está ajustada a la variable Y (absorbancia), confirma además que el grado de 

relación entre las variables es alto [85]. 

Con base en la absorbancia y los valores obtenidos de la curva de calibración se pudo calcular 

la concentración total de proteína en cada muestra, como se observa en la Figura 3.4. 
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Figura 3.4. Concentración de proteína en la solución de CLG (botón y sobrenadante) (*p ≤ 

0.05). 

a) Electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida 

En la Figura 3.5., se pueden apreciar los resultados obtenidos del análisis de SDS-PAGE de las 

muestras de CLG extraída a diferentes tiempos de hidrólisis con pepsina: 0.5 (1), 1.5 (2), 2.5 (3), 

3.5 (4) y 20 horas (5). El mantenimiento de la triple hélice se confirma por la presencia del trímero 

ɣ y el dímero β. El perfil electroforético (cadenas α1, α2, β y ɣ) es similar a lo observado por Yu, 

et al., para colágena proveniente de espinas y cráneos de atún [86] y Qiu, et al., para la colágena 

extraída de la medusa Nemopilema nomurai [87]. 

 

Figura 3.5. Electroforetograma de CLG de medusa (Cassiopea xamachana). Donde M es el 
marcador de peso molecular, 1-5 son las muestras tomadas a diferentes tiempos de hidrólisis 

con pepsina. En todas las muestras se exhiben como principales constituyentes las cadenas α1, 
α2, dímeros y trímeros (β y ɣ) propios de la CLG tipo I [80,81]. 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/triple-helix
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3.2. Elaboración del andamio de CLG 

 

3.2.1. Manufactura y entrecruzamiento (Liofilización-GTA) 

Los andamios entrecruzados presentaron un color beige más oscuro comparado con los 

andamios de CLG sin entrecruzar, de igual forma los andamios entrecruzados a 4 horas 

presentaron un color beige más oscuro que el andamio de CLG entrecruzado a 2 horas con GTA 

(Figura 3.6.). El cambio de color se puede atribuir a la creación de enlaces imina (CH=N), entre 

los grupos amina libres de la proteína y los grupos aldehído del GTA. Conforme aumenta el 

tiempo de entrecruzamiento de los andamios puede observarse que el tono del color beige va en 

aumento, que puede deberse a la creación de una mayor cantidad de enlaces imina, con base lo 

reportado en la literatura [21,82]. 

 

Figura 3.6. Andamio de CLG de medusa (Cassiopea xamachana) sin entrecruzar (a), 
entrecruzado con GTA por un periodo de 2 horas (b) y entrecruzado con GTA por un periodo de 

4 horas (c). 

Con respecto a la morfología de los andamios de CLG entrecruzados con GTA comparados con 

los no entrecruzados, hay cambios visualmente notables, como: la reducción del diámetro, pese 

a que se prepararon a partir del mismo volumen y concentración de CLG; disminución del 

diámetro de la sección transversal y menor tamaño de los poros de dichos andamios. La 

formación de poros es un aspecto importante en los andamios con potencial aplicación en la 

ingeniería del tejido cutáneo, debido a que se ha demostrado que los poros permiten la 

supervivencia celular, ya que garantizan el ingreso de nutrientes y la eliminación de desechos 

celulares, así como el intercambio gaseoso necesario para los procesos de reparación-

regeneración de heridas [91], para este tipo de andamios porosos, un macroporo adecuado, 

presenta un diámetro de 100 a 200 µm, aunque esponjas microcelulares con diámetros de poro 

de 1 a 100 µm demuestran óptimos crecimientos de fibroblastos  [92]. 
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3.3. Caracterización fisicoquímica de los andamios de CLG 

FTIR-ATR: En la Figura 3.7., se puede observar el espectro IR de los andamios de CLG de origen 

marino, mientras que en la Tabla 3.2. se enlistan los principales picos de absorción presentes en 

el espectro comparado con aquellos reportados previamente. 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

30

40

50

60

70

80

90

100

110

1
2
3
2

1
5
3
8

1
6
3
8

2
9
1
8

3
2
8
0

Número de onda (cm -1)

T
ra

n
s
m

it
a
n

c
ia

 (
%

)

 CLG

 

Figura 3.7. Espectro IR de la CLG de origen marino 

 

Tabla 3.2.  Principales enlaces del espectro IR para la CLG tipo I. 

Valores 
experimentales  

[89] [93] Tipo de enlace 
 
 
 
  

Número de onda (cm-1) 
 

3280 3420 3352 Estiramiento N−H (Amida A) 

2918 2928 2927 Estiramiento asimétrico CH2 
(Amida B) 

1638 1646 1646 Estiramiento simétrico C=O 
(Amida I) 

1538 1536 1558 Flexión N−H (Amida II) 

1232 1236 1262 Estiramiento C−N y N−H 
(Amida III) 
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Según Oliveira, et al. [89] y Jeong, et al. [93], la banda de la amida A está relacionada con el 

estiramiento N−H. Las vibraciones del estiramiento de N−H tienen lugar entre 3400 y 3440 cm−1 y 

cuando el número de onda se desplaza a un valor más bajo (∼3300 cm−1) sugiere que un grupo 

N−H en la molécula de CLG está participando en un enlace de hidrógeno y contribuyendo al 

mantenimiento de la estructura de triple hélice como ha sido previamente reportado [94]. El 

número de onda observado para esta banda en el andamio de CLG es de 3280 cm−1 denotando 

un cambio considerable y evidenciando el enlace de hidrógeno restante que contribuye a la 

estructura helicoidal de la proteína obtenida [95].  
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Figura 3.8. Espectros IR de la CLG después del entrecruzamiento con GTA a 2 y 4 h. 

 
Tabla 3.3. Bandas de absorción de las muestras de CLG después de entrecruzar con GTA. 

 

CLG-GTA-2h  CLG-GTA-4h  
Tipo de enlace 

Número de onda (cm-1) 

3284 3284 Estiramiento N−H (Amida A) 

2924 2924 Estiramiento asimétrico CH2 (Amida B) 

1638 1635 Estiramiento simétrico C=O (Amida I) 

1544 1546 Flexión N−H (Amida II) 

1238 1238 Estiramiento C−N y N−H (Amida III) 

 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/chemistry/hydrogen-bond
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En los espectros de IR de los andamios entrecruzados con GTA a 2 y 4 h se observa cambios en 

los picos de absorción en 2924, 2857, 1546 y 1238 cm-1 con respecto a la CLG sin entrecruzar. 

La reacción de entrecruzamiento entre la CLG y el GTA ocurre mediante la formación de enlaces 

covalentes imina, vía reacción de Schiff, entre los grupos aldehído del entrecruzante y amino de 

la CLG [79]. El pico relacionado con los enlaces imina debería estar presente entre 1600 cm-1 y 

1680 cm-1, sin embargo, en la Figura 3. 8, no se aprecia un cambio significativo en este intervalo, 

lo que podría estar indicando un traslape con el pico característico a 1638 cm-1 o que se requiere 

de una técnica de mayor sensibilidad, como la resonancia magnética nuclear del protón (1H-

RMN). Algunos reportes indican una banda de absorción a 1740 cm-1 que se puede atribuir a los 

grupos carbonilo del GTA que no reaccionaron con la CLG [96]. En el espectro IR no se observa 

dicha banda, por lo que no hay evidencia de presencia de residuos de este entrecruzante.  

Ensayo de Ninhidrina: La solución de ninhidrina al reaccionar con los grupos amino libres 

presentes en la biomacromolécula de CLG, se torna de un color azul-morado y absorbe luz UV a 

570 nm. La cantidad de grupos amino libres, es proporcional a la absorción de la solución. En la 

Tabla 3.4. se presentan las lecturas de absorbancia a 570 nm por quintuplicado de todas las 

soluciones de ninhidrina después de reaccionar con los grupos de amino libre en los andamios 

de CLG entrecruzados con GTA y sin entrecruzar, al igual que la solución sin andamio. Se obtuvo 

el promedio de todas las lecturas y con ello se calculó el grado de entrecruzamiento mediante la 

fórmula (1).  

Tabla 3.4. Tabla de absorbancia de las muestras de los andamios de CLG no entrecruzados y 
entrecruzados con GTA a 2 y 4 h. 

 CLG CLG-GTA-2h CLG-GTA-4h Sin andamio 

1 0.45 0.28 0.18 0.94  

2 0.45 0.32 0.19 0.99 

3 0.46 0.22 0.21 0.98 

4 0.53 0.29 0.19 0.97 

5 0.46 0.32 0.20 0.89 

Promedio 0.47 ± 0.03 
 

0.28 ± 0.04 
 

0.19 ± 0.01 
 

0.95 ± 0.04 
 

 

El grado de entrecruzamiento aumentó con el tiempo de reacción de los andamios al vapor de 

GTA. El grado de entrecruzamiento de los andamios de CLG entrecruzados durante 2 y 4 horas 

fue del 39.42 ± 4.16 % y 59.05 ± 1.05 % respectivamente como se parecía en la figura 3.9 este 

comportamiento era el esperado, ya que se ha reportado que la interacción de CLG con GTA se 
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da a través de grupos amino libres presentes en la CLG, por lo que estos grupos disminuyen al 

darse el entrecruzamiento [79]. 

CLG-GTA-2h CLG-GTA-4h

0

10

20

30

40

50

60

G
ra

d
o
 d

e
 e

n
tr

e
c
ru

z
a

m
ie

n
to

 (
%

)

Andamios

*

 

Figura 3.  9. Resultados del grado de entrecruzamiento de los andamios antes y después de 
entrecruzar con GTA a 2 y 4 horas (*p ≤ 0.05). n= 5 

3.4. Caracterización biológica 

Ensayo de viabilidad celular: La viabilidad de los fibroblastos humanos expuestos a lixiviados de 

los andamios de CLG entrecruzados con GTA y sin entrecruzar se evaluó durante un periodo de 

incubación de 3, 24 y 48 horas con CellTiter-Blue®.  

Los cultivos de fibroblastos en contacto con los andamios sin entrecruzar y entrecruzados 

presentaron un cambio de color de azul a rojizo, lo cual, indica que los andamios no son 

citotóxicos y que no afectan la viabilidad celular debido a que los fibroblastos conservan su 

capacidad reductora dentro del citoplasma.  

Se realizó la lectura de la absorbancia del ensayo a las 3, 24 y 48 horas (Tabla 3.5.) y 

posteriormente empleando la ecuación (2), se calculó la viabilidad de los fibroblastos expuestos 

de forma indirecta a los andamios de CLG entrecruzados con GTA a 2 y 4 horas y no 

entrecruzados.  
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Tabla 3.5. Porcentaje de viabilidad de los cultivos de fibroblastos en contacto con los andamios 
de CLG, CLG-GTA-2h y CLG-GTA-4h. 

 
Muestra % de Viabilidad Citotoxicidad 

Sin andamio 3 h 100 Control 

Sin andamio 24 h 100 Control 

Sin andamio 48 h 100 Control 

CLG 3 h 127.47 ± 13.24 Viable 

CLG 24 h 103.55 ± 3.72 Viable 

CLG 48 h 94.39 ± 8.09 Viable 

CLG-GTA-2h 3 h 104.94 ± 8.36 Viable 

CLG-GTA-2h 24 h 99.38 ± 5.87 Viable 

CLG-GTA-2h 48 h 83.76 ± 4.67 Viable 

CLG-GTA-4h 3 h 107.66 ± 11.28 Viable 

CLG-GTA-4h 24 h 98.77 ± 15.72 Viable 

CLG-GTA-4h 48 h 90.37 ± 7.79 Viable 

Tóxico: Se considera efecto tóxico cuando la viabilidad celular es inferior al 70% Viable: Se 
considera efecto viable cuando la viabilidad celular es superior al 70% [84]. 
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Figura 3.10. Viabilidad celular de fibroblastos dérmicos humanos tratados con los andamios de 

CLG, CLG-GTA-2h y CLG-GTA-4h a 3, 24 y 48 horas (*p ≤ 0.05).  

En la Figura 3.10. se demuestra de forma cuantitativa que los andamios de CLG entrecruzados 

con GTA no son citotóxicos ya que presentaron una viabilidad superior al 70% respecto al control 

(sin andamio) como lo establece la Norma ISO 10993-5 [97]. 

Como se observa en la Figura 3.10. a las 3 horas la viabilidad de los andamios de CLG y CLG 

entrecruzados con GTA a 2 y 4 horas, es mayor a la del control positivo. Transcurridas 24 horas 

de incubación los andamios CLG-GTA-2h y CLG-GTA-4h presentan una viabilidad celular menor 

comparado con el control positivo. El andamio de CLG sin entrecruzar continúo mostrando una 

mayor viabilidad celular que el control positivo. 

Por último, a las 48 horas del ensayo el andamio de CLG sin entrecruzar mostro un porcentaje 

de viabilidad celular similar al del control positivo. Con base en lo reportado en la literatura,  esto 

es debido a que la CLG muestra naturalmente propiciar la proliferación celular, particularmente 

en células epidérmicas y fibroblastos [21]. Por el contrario, los andamios de CLG entrecruzados 

a 2 y 4 horas presentaron una disminución de la viabilidad celular con respecto al control positivo, 

sin embargo, su porcentaje de viabilidad fue mayor al 70% en ambos andamios, por lo que no 

presentaron efecto citotóxico al entrecruzarlos con la metodología propuesta, esto contrasta con 

lo reportado en trabajos anteriores, en los cuales se menciona que los biomateriales 

entrecruzados con GTA son poco biocompatibles con algunas líneas celulares incluyendo 



 

37 
 

fibroblastos humanos [79, 98, 99],  esto atribuido a la degradación a la liberación continua de 

aldehídos que contribuyen a efectos citotóxicos prolongados [100]. 

Ensayo de citotoxicidad cualitativa: En la Figura 3.11. se muestran imágenes obtenidas mediante 

microscopia óptica, con el microscopio invertido modelo TCM 400 de la marca LABOMED®. Se 

observa con el objetivo de 10X el cultivo de fibroblastos in vitro teñido con cristal violeta al 0.5% 

previamente puestos en contacto indirecto con los andamios de CLG y CLG-GTA-4h ya que 

presentan el mismo perfil de proliferación en todos los casos. Las células observadas presentan 

una morfología elongada típica de los fibroblastos que ha sido reportada en diversos trabajos 

[101]–[103]. 

 
 

Figura 3.11. Fibroblastos dérmicos humanos teñidos con cristal violeta al 0.5 %. a) Cultivo de 
fibroblastos sin andamio, b) cultivo de fibroblastos expuestos al andamio de CLG sin entrecruzar 

y c) cultivo de fibroblastos expuestos al andamio de CLG-GTA-4h. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

38 
 

CONCLUSIONES 

Mediante la metodología propuesta se extrajo CLG de medusa (Cassiopea xamachana), y de 

acuerdo con los resultados obtenidos del ensayo de Bradford para cuantificar la concentración 

de proteína de la misma, esta presenta mayor contenido proteico en el botón en comparación con 

el sobrenadante, siendo las concentraciones de 16.58 y 2.94 (µg/µL), respectivamente. 

Con base en los resultados de las pruebas de caracterización por electroforesis y FTIR-ATR 

realizadas a las muestras de CLG de origen marino, se confirmó que la CLG obtenida mediante 

el proceso de extracción propuesto, es CLG tipo I. 

Por medio de los resultados del ensayo de ninhidrina pudo determinarse el grado de 

entrecruzamiento de CLG mediante la reacción con GTA con los tiempos de exposición 

propuestos. Los andamios entrecruzados a 2 y 4 horas mostraron un aumento en el grado de 

entrecruzamiento del 39.42 ± 4.16 % y 59.05 ± 1.05 % respectivamente. 

Los resultados del ensayo de viabilidad celular de los andamios de CLG entrecruzados a 2 y 4 

horas demostró que no son citotóxicos, puesto que el entrecruzamiento no afecto la viabilidad 

celular. De igual forma con los resultados del ensayo de citotoxicidad cualitativa se pudo observar 

que los fibroblastos en contacto con los andamios de CLG entrecruzados mostraron en general 

una morfología extendida.  

Mediante la metodología propuesta se pudo aumentar el grado de entrecruzamiento de los 

andamios de CLG, sin perder las características biológicas que posee la CLG y que mantiene 

aun después del entrecruzamiento con GTA. 

La hipótesis planteada en este trabajo de investigación si se cumple, con base en los resultados 

obtenidos se demuestran que el andamio elaborado a base de CLG de medusa (Cassiopea 

xamachana) y entrecruzado con GTA presenta un reforzamiento en su estructura molecular y un 

comportamiento biológico adecuado para su potencial aplicación en la ingeniería de tejidos 

cutáneos.  
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RECOMENDACIONES 
 

La experimentación que se llevó a cabo en la realización de este proyecto de investigación 

contempló la caracterización fisicoquímica y biológica de los andamios de CLG entrecruzados 

con GTA. Sin embargo, se recomienda realizar otras técnicas de caracterización para evaluar a 

mayor profundidad la caracterización fisicoquímica y biológicas de estos andamios, como: 

• Pruebas de pérdida de masa para conocer el tiempo de degradación de los andamios de 

CLG antes y después de ser entrecruzados con GTA. 

• Pruebas a tensión para medir las propiedades mecánicas de los andamios. 

• Debido a que con el análisis FTIR-ATR no fue posible visualizar la banda de absorción 

característica de los enlaces imina resultantes del entrecruzamiento de la CLG y el GTA, 

se recomienda emplear espectroscopia Raman, ya que ofrece mayor sensibilidad para 

detectar estos cambios químicos. 

• Prueba de hemolisis para conocer de forma cualitativa y cuantitativa si el andamio de CLG 

de origen marino obtenido por liofilización y entrecruzado con GTA es hemocompatible, 

así como ensayo de cierre de herida.  
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