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Prefacio

La ingenieria de tejidos es una rama de la Ingenieria Biomédica que ha experimentado
diversa evolucién con el pasar de los afios, brindando soluciones modernas y eficientes para
el tratamiento de diferentes patologias. La elaboraciéon de la presente tesis surge con el
pensamiento de buscar una nueva solucién en esta rama de la Ingenierfa Biomédica, la
cual pueda ser econdémica y viable para los tratamientos de personas con quemaduras en
Guatemala que es un pais en vias de desarrollo. Por esta razon elegi el proyecto de “Desarrollo
y caracterizacion biologica de apositos estériles a base de piel de tilapia”.

Con este trabajo se combinan diferentes conocimientos de microbiologia, histologia y
biologia celular, con el fin de ser aplicados de forma practica para buscar una solucién
eficiente para el tratamiento de quemaduras, asi como también la innovacién del campo de
la ingenierfa de tejidos en el pais.

Agradezco principalmente a Dios por permitirme llegar a cumplir una meta mas en mi
vida y darme mucha fortaleza para seguir siempre adelante. Especialmente quiero agradecer
a mis padres por todo el amor, apoyo y esfuerzo, por darme la oportunidad de alcanzar un
suefio mas en mi vida y sobre todo por confiar siempre en mi. Agradezco a mis hermanos,
Cristian y Daniel, por siempre brindarme el carino y motivacién para seguir adelante. Tam-
bién a mi abuela Mimi, por todo el carino y apoyo brindado en estos anos. También quiero
agradecer de todo corazén a mis abuelos que no estan presentes, pero desde el cielo han
guiado mi camino y sus ensefianzas siguen inspirandome.

Quiero agradecer a mi novia, por todo su amor incondicional, apoyo constante y paciencia
durante todos estos afios. Por dltimo, quiero agradecer a mis compaifieros y amigos por todo
el apoyo a lo largo de la carrera y sobre todo por las experiencias inolvidables que siempre
llevaré conmigo.

Adicionalmente, me gustaria agradecer a la Universidad del Valle de Guatemala por
abrirme las puertas de su casa de estudio y darme la oportunidad de formar mi camino como
profesional; también a todos los catedraticos por brindarme los conocimientos necesarios en
el a&mbito profesional y por todo su apoyo. Agradezco también a mi asesor de tesis MSc.
José Andrés Leal, por su paciencia, apoyo, compromiso y dedicacion para llevar a cabo
dicho proyecto. Ademas, agradezco al departamento de Ingenieria Electronica, Mecatronica
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vy Biomédica, por el apoyo brindado a lo largo de estos afios y el apoyo financiero del proyecto.

También agradezco a la Dra. Patricia Lupo y Christa Contreras del departamento de
Microbiologia, asi como también a Mariafernanda Alarcén y Leyda Hernéndez del depar-
tamento de Proteccién Vegetal de la Universidad por todas las ensefianzas para llevar a
cabo este proyecto, por su tiempo y todo el apoyo con el equipo de laboratorio y material
utilizado. Por dltimo, me gustaria agradecer a Irma Orellana y al departamento de Quimica
por su apoyo con los reactivos utilizados durante el proyecto.

Para finalizar, agradezco a German Orellana proveedor de las pieles de tilapia de “TI-
LAPIAS PASABIEN”, por su apoyo con la extraccion de las pieles de tilapia y la donacién
de las mismas para llevar a cabo el proyecto.
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Resumen

En los dltimos anos las quemaduras de segundo y tercer grado han sido una de las
principales causas de muertes en paises de ingresos bajos y medianos. Se necesitan injertos de
piel para ser tratadas correctamente, donde las principales soluciones se basan en autoinjertos
(piel del mismo paciente) y aloinjertos (piel de un donante). Sin embargo, en la actualidad
existen alternativas a estas soluciones debido a la escasez de piel humana disponible en
hospitales publicos o bien el alto costo de produccién de piel artificial. Una de las alternativas
a estos métodos convencionales son los xenoinjertos, provenientes de otra especie, como
método adecuado para facilitar la curaciéon de heridas. Los xenoinjertos no reemplazan la piel
danada, pero si ayudan a mantener hidratada y libre de contaminantes al area afectada para
facilitar el proceso de curacién y prevenir infecciones. Varias investigaciones han evaluado
los beneficios de utilizar pieles de tilapia cémo apositos biolégicos para este tratamiento
debido a su alto contenido de colageno y la biocompatibilidad.

Durante el proyecto se establecid y ejecuté un protocolo de obtencién, preparaciéon y
esterilizacién de pieles de tilapia para el desarrollo de apositos esterilizados. Estos apositos
fueron evaluados mediante pruebas microbioldgicas para verificar la esterilidad y cumplir
con estandares de biocompatibilidad para ser aplicados en el futuro en heridas y quemadu-
ras. También se evalud la estabilidad después de una semana de esterilizados, y la influencia
negativa de los procesos de esterilizaciéon en los apositos. Por dtlimo, se realizé una evalua-
cion histologica de las muestras con el fin de identificar presencia de fibras de coldgeno y
alteraciones en la muestra. Estos procesos se valoraron por medio de comparaciéon de las
caracteristicas entre grupos de control y pieles esterilizadas para verificar las diferencias
biolégicas.
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Abstract

In recent years, second and third degree burns have been one of the main causes of death
in low- and middle-income countries. Skin grafts are needed to be treated correctly, where the
main solutions are based on autografts (skin from the same patient) and allografts (skin from
a donor). However, there are currently alternatives to these solutions due to the shortage
of human skin available in public hospitals or the high cost of producing artificial skin.
One of the alternatives to these conventional methods are xenografts, coming from another
species, as an appropriate method to facilitate wound healing. Xenografts do not replace
damaged skin, but they do help keep the affected area hydrated and free of contaminants to
facilitate the healing process and prevent infections. Several investigations have evaluated
the benefits of using tilapia skins as biological dressings for this treatment due to their high
collagen content and biocompatibility.

During the project, a protocol for obtaining, preparing and sterilizing tilapia skins was
established and executed for the development of sterile dressings. These dressings were eva-
luated through microbiological tests to verify sterility and meet biocompatibility standards
to be applied in the future to wounds and burns. Stability after a week of sterilization, and
the negative influence of sterilization processes on the dressings, were also evaluated. Finally,
a histological evaluation of the samples was carried out in order to identify the presence of
collagen fibers and alterations in the sample. These processes were assessed by comparing
the characteristics between control groups and sterilized skins to verify biological differences.
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CAPITULO 1

Introduccién

Los ap6sitos son un producto sanitario utilizado para cubrir y proteger una herida. Su
principal funcién es proporcionar alivio del dolor, actuar como barrera de una infeccion,
absorber el exudado que se produce y permitir una adecuada circulacién sanguinea para
optimizar el proceso de cicatrizacion |1]. Uno de los avances de los apositos es el uso de
pieles de animales como xenoinjertos para satisfacer la escasez de trasplantes de pieles,
ademas de ser una alternativa econémica y eficiente. Las pieles de tilapia han sido objeto
de estudio en los ultimos afios gracias a sus propiedades beneficiosas como el coldgeno y su
biocompatibilidad en el tratamiento de diferentes tipos de quemaduras.

El presente trabajo plantea desarrollar apositos estériles a base de piel de tilapia utili-
zando diferentes métodos para comparar sus propiedades, ventajas y desventajas de cada
uno. Para la realizaciéon de este proyecto se utilizaron pieles de tilapia cortadas en forma
de apositos para realizar diferentes métodos de esterilizacion e identificar las propiedades
que presenta cada uno en pruebas microbiolégicas, donde se busca minimizar la cantidad
posibles bacterias presentes después de cada método de esterilizacion. También se lleva a
cabo un método control para comparar los resultados microbiol6gicos de muestras estériles
y sus propiedades utilizando un estereoscopio.

Con la obtencién de los apoésitos estériles a base de piel de tilapia, se busca generar un
aporte en la comunidad cientifica de Guatemala para el desarrollo de nuevos métodos de
tratamientos de quemaduras, asi como también un aporte a la ingenieria de tejidos en el
pais. Se busca identificar cuéles de los métodos utilizados es el mas eficiente y con mejores
propiedades para validar su esterilizaciéon y asegurar una biocompatibilidad de los mismos,
asi como también validar la degradacion estructural mediante un analisis histologico de cada
método después de ser sometido cada proceso de esterilizacion, a corto y largo plazo.

En los primeros 5 capitulos de este trabajo se presenta la motivacién, necesidad e impor-
tancia de la realizacion de este trabajo, asi como también una explicacién de los objetivos
planteados. En el capitulo 6 se detallan las bases tedricas y conceptuales que se tuvieron
en cuenta para llevar a cabo la metodologia del trabajo. En el capitulo 7 y 8 se presenta
la metodologia empleada, asi como también los resultados finales obtenidos. Por ultimo, se



presentan las conclusiones del trabajo y se indican algunas recomendaciones para trabajos
futuros de esta linea de investigacion.



CAPITULO 2

Antecedentes

Un xenoinjerto o xenotrasplante es un trasplante de tejido u 6rgano de una especie
animal a otra [2]|3]. Los xenoinjertos han encontrado utilidad en trasplantes de organos
como corazones, higado, rifiones; trasplante de células danadas o destruidas y trasplantes
de tejidos como injertos de piel, trasplantes de cornea o trasplantes oseos |4]. Los xeno-
injertos/trasplantes es una solucion practica y se utiliza cuando no hay tejidos autologos
o heterdlogos disponibles para realizar un trasplante, aumentando asi la disponibilidad de
injertos para trasplantes y disminuyendo los tiempos de espera [5|. Ademéas de esto, los xe-
noinjertos han demostrado ser muy ttiles como herramienta terapéutica para el tratamiento
de quemaduras de segundo y tercer grado donde son aplicados como apdsitos externos [6].
Entre ellos se destacan xenoinjertos obtenidos de pieles de peces, particularmente la Tila-
pia por su alto contenido de coldgeno tipo I y xenoinjertos de piel porcina por su buena
adherencia a heridas y granulacién rapida [7].

Usualmente este tipo de quemaduras requieren un injerto de piel los cuales pueden to-
mar varios dfas. Durante la espera se debe recubrir la herida con un vendaje que proteja
de microbios, reduzca el riesgo de infeccién y absorba cualquier liquido que se filtre de la
herida |§]. Tipicamente se utilizan apositos modernos a base de peliculas semipermeables o
hidrogeles, también apoésitos bioactivos, medicados, compuestos y de plata. Todas estas te-
rapias son costosas o requieren drogas con posibles efectos adversos |9). Los xenoinjertos por
otro lado son una solucién més accesible y viable para este tratamiento debido a que se pue-
den obtener componentes como colageno tipo I favoreciendo una buena biocompatibilidad,
biodegradabilidad y baja inmunogenicidad [10].

Los apositos al igual que los xenoinjertos son diseiados con diferentes propositos segin
la gravedad de la herida, cantidad de exudado y su localizacion [1]|. El procesamiento de
estetilizacién de los xenoinjertos antes de su utilizaciéon en un paciente puede realizarse de
distintas formas, las més comunes son por irradiacién, esterilizacion quimica o con gas de
oxido de etileno. Sin embargo, el éxido de etileno puede generar reacciones nocivas para la
salud del paciente, mientras que la irradiaciéon puede generar desperfectos en la estructura
de matrices de piel |11].



CAPITULO 3

Justificacién

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y actiia como la primera linea de
la defensa, protegiendo el cuerpo del medio ambiente y de factores externos como bacterias
y virus o sustancias quimicas [12]| [13]. La piel se conforma por 3 capas: la epidermis, co-
mo barrera impermeable expuesta directamente al ambiente; la dermis, donde se encuentra
tejido conectivo, foliculos pilosos, vasos sanguineos y linfaticos; y la hipodermis o tejido
subcuténeo, donde se almacena grasa y se separa de los 6rganos internos |14]. Existen diver-
sas lesiones que pueden dafar esta capa protectora como cortaduras, raspones, abrasiones
y quemaduras, cuando esto sucede, se crean heridas donde la sangre y los fluidos inters-
ticiales del cuerpo quedan expuestos ocasionando que la herida sea propensa a infecciones
y provocando una respuesta inmune para contrarrestar esto. Dentro de estas heridas, las
quemaduras se encuentran entre las més frecuentes y pueden clasificarse segtin su gravedad
como quemaduras de primer, segundo, tercer y cuarto grado. Por un lado, las quemaduras
de segundo grado (espesor parcial) danan la epidermis y dermis de la piel, mientras que las
quemaduras de tercer grado (espesor total) destruyen completamente ambas capas y ademas
puede danar el tejido subcutaneo [15].

Segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2018 las quemaduras provo-
caron alrededor de 180,000 muertes anuales donde la mayorfa de las muertes se produce en
paises de ingreso bajo y mediano [16]. Ademés de esto, diferentes estudios epidemiolégicos
demuestran que generalmente en los accidentes prevalecen mas las quemaduras de segundo
grado y tercer grado, donde las causas mas frecuentes son quemaduras con agua e incendios
de gas y eléctricos |17] |18]. Este tipo de quemaduras, al ser méas profundas, conllevan a
tiempos de curacién prolongados y son més propensas a infecciones si no son tratadas ade-
cuadamente. En Guatemala la mayoria de los casos de traumas por quemaduras se deben
a quemaduras de segundo grado con mas de un 97 %, seguido de un 2% de quemaduras de
tercer grado [19]. Durante el afio 2021 se aumentaron en un 20 % las quemaduras pediatricas
en el Hospital Roosevelt. Y cada ano en el pafs se registran mas de 50 mil nifios que resultan
con quemaduras, donde un 10 % requiere de atencion médica [20]|21]

Actualmente existen diversos métodos para tratar las heridas y quemaduras, los cuales



consisten en el hisopado en busca de infeccién, limpieza, vendaje y en ciertos casos des-
bridamiento de la herida. El uso de vendajes o apdésitos busca aislar las heridas del medio
ambiente, con el fin de prevenir la contaminacién y posible infeccion. Ademés de esto, al
vendar las heridas, dependiendo del material del vendaje, se puede aumentar la humedad
en el area afectada, e incluso proveer con nutrientes, antibioticos, antiinflamatorios o fac-
tores de crecimiento. Algunos de los vendajes tipicos son los injertos de espesor parcial lo
cual implica extraer fascia de espesor completo de un sitio donante e injertarla; querati-
nocitos donantes, apésitos de diferentes composiciones como acido hialurénico, materiales
biosintéticos o a base de quitosano |22|. Si bien el uso temprano de muchos procedimientos
quirdrgicos y tratamientos de quemaduras han mejorado la tasa de supervivencia, también
resulta en un alto gasto sobre todo en paises en vias de desarrollo. Se estima que los costos
totales de atencion hospitalaria por quemaduras oscilan entre US$24.23 y US$4.125,50 por
dia, indicando costos altos y discrepancias entre paises [23].

Una de las terapias convencionales que se utiliza en los casos més graves como las que-
maduras de segundo y tercer grado son los injertos de piel, principalmente por tratarse de
heridas grandes y profundas que no pueden sanar por si mismas. Para llevar a cabo este tipo
de terapia es necesario extraer quirdrgicamente un parche cutéaneo de un area del cuerpo
y trasplantar si se trata de un autoinjerto, o bien conseguir un donante para el trasplante
(aloinjerto). El uso de injertos, de ser exitoso, puede acelerar el proceso de curacion y reducir
la cicatrizacién, pero presenta varios riesgos como la pigmentacién de la piel y contracciéon
del injerto de piel, principalmente en injertos delgados, también posibles riesgos de pérdida
por infeccion [24].

En la actualidad existen alternativas a los autoinjertos y aloinjertos de piel debido prin-
cipalmente a la escasez de piel humana disponible en hospitales piiblicos o su alto costo de
produccion |7]. Los xenoinjertos son un tipo de injerto de una especie animal a otra y se
realiza utilizando animales cercanos genéticamente a los seres humanos donde su principal
beneficio es la facilidad de obtencién de recursos para sus aplicaciones. Dependiendo del area
a tratar se han encontrado distintas especies adecuadas para la realizaciéon de xenoinjertos,
como las valvulas cardiacas |25], o higados provenientes de cerdos |26]. En el caso de las que-
maduras artificiales, se ha evaluado la posibilidad de utilizar piel animal como reemplazo
a la piel danada, o como apodsito para la facilitacién de la curacién endogena de la herida.
Dentro de las especies animales més compatibles para el desarrollo de apdsitos biologicos se
ha identificado a la tilapia por su alto contenido de colageno, microbiéticos no infecciosos y
similitud con el tejido humano [27].

La tilapia es uno de los peces méas cultivados en el mundo y también de més facil re-
produccién, representando una cosecha mundial de 4.3 millones de toneladas en 2010 y un
incremento pronosticado de 7.3 millones de toneladas para 2030 |28|. Varios estudios sobre
las propiedades de la piel de tilapia indican que el coldgeno que contiene puede promover
rapida y eficazmente la cicatrizacion de heridas de espesor total [29], asi como también se ha
comprobado que péptidos de coldgeno marino extraidos de este pez promueven cicatrizaciéon
de quemaduras de segundo grado |30|. Por ultimo, una variedad de estudios evidencia que
los materiales a base de pieles de pescado con altas cantidades de coldgeno tienen una alta
biodegradabilidad [10].

El uso de xenoinjertos a base de piel de tilapia presenta una alternativa econémica en
comparaciéon con algunos métodos estandar para el cuidado de heridas, ya que en muchos



paises la piel de este animal es un desecho biolégico. Reutilizar las pieles de tilapia como
xenoinjertos representa también una alternativa positiva para el medio ambiente.



CAPITULO 4

Objetivos

4.1. Objetivos generales

Desarrollar apoésitos a base de piel de tilapia mediante la implementaciéon de métodos
de matriz acelular, desinfeccién con etanol y esterilizacién con autoclave, y caracterizar sus
propiedades biolbgicas.

4.2. Objetivos especificos

= KEstablecer el protocolo de obtencion, preparacion, desinfeccion y esterilizacion de las
pieles de tilapia para desarrollar apositos.

» [dentificar y validar diversos métodos de esterilizaciéon y desinfecciéon de las pieles de
tilapia para asegurar la biocompatibilidad.

= Realizar pruebas de biocompatibilidad, esterilidad e histologia para verificar las carac-
teristicas biolégicas de los apoésitos.

= Validar la degradacién de las pieles de tilapia antes del proceso de esterilizacién o
desinfeccion y posteriormente como apositos esterilizados o desinfectados.



CAPITULO b

Alcance

Este proyecto consiste en el desarrollo de diferentes apoésitos estériles a base de piel
de tilapia, de lo que se espera profundizar mucho més con diferentes métodos y comparar
los cambios de las pieles cuando son sometidos a cada uno, asi como también verificar la
viabilidad de cada proceso a través del tiempo después de su esterilizacion.

Las pruebas que se realizan constan de anélisis microbiolégico, anélisis de biocompati-
bilidad y anélisis histolégico, sin embargo, es importante mencionar que no son los tinicos
procesos en los cuales se puede valuar la viabilidad de apoésitos para quemaduras.

Los métodos sirven para verificar caracteristicas generales de cada piel y servir como base
para un analisis mas profundo sobre el tema, en el que se pueden incluir mas estudios con
células y biocompatibilidad. Posteriormente pueden incluirse estudios en los que se prueben
los apositos mas sobresalientes en un estudio in vivo, para identificar los pros y contras de
utilizar los apositos.



CAPITULO O

Marco tedrico

6.1. Quemaduras

Las quemaduras son danos en los tejidos ocasionados por calor, electricidad, quimicos,
luz solar o radiacién nuclear. Estas pueden clasificarse como de primer, segundo, tercer o
cuarto grado, dependiendo de la gravedad que penetre la superficie de la piel |31]

6.1.1. Tipos de quemaduras
Quemaduras de primer grado (superficiales)

Afectan tnicamente la epidermis. El sitio de la quemadura es rojo, seco, sin ampollas y
doloroso. Estas quemaduras suelen sanar por si solas y son frecuentemente ocasionadas por
el sol.

Quemaduras de segundo grado (espesor parcial)

Involucra la epidermis y dermis de la piel. El sitio de la quemadura es rojo, con ampollas,
puede estar inflamado y ser doloroso. Es posible que estas quemaduras necesiten injertos de
piel y pueden dejar cicatrices.

Quemaduras de tercer grado (espesor total)

Destruyen completamente la epidermis y la dermis de la piel, también pueden danar
tejido subcutaneo. El sitio de la quemadura puede verse blanca o carbonizada y la zona
afectada pierde la sensibilidad. Estas quemaduras necesitan injertos de piel.



Quemaduras de cuarto grado

Estas quemaduras danan huesos, musculos y tendones subyacentes. No hay sensacién en
la zona ya que se destruyen las terminales nerviosas [15].

Types of
burns

Fourth-degree

Bums extend into the
muscle and bone

Third-degree

Burns involve all the
layers of the skin

Second-degree

Deeper injury and
causes blistering

First-degree

Only the surface of the
epidermis is affected

Normal

Healthy tissue

2=

Blister.

- Arrector pili
\ muscle
follicle” ygipose
fissue

Sweat Sénsory Hair

gland receptors
Artery

Figura 1: Tipos de quemaduras segtin gravedad . Quemaduras de primer grado: So6lo se ve afec-
tada la superficie de la epidermis; Quemaduras de segundo grado: Lesiones més profundas y causan
ampollas; Quemaduras de tercer grado: Quemaduras que afectan todas las capas de la piel; Quema-
duras cuarto grado: Las quemaduras se extienden hasta el misculo y hueso.

6.1.2. Prevalencia

Las quemaduras constituyen un problema de salud piblica a nivel mundial y provocan
alrededor de 180,000 muertes al ano, donde la mayoria se produce en paises con ingreso
bajo y mediano, y casi dos tercios en regiones de Africa y Asia Sudoriental de la OMS. En
muchos paises con ingreso alto, las tasas de muertes por quemaduras han disminuido y las
tasas de mortalidad infantil es actualmente 7 veces mas elevada en los paises de ingreso
bajo y mediano debido a la escasez de recursos sanitarios y faltas de higiene en el trata-
miento. Las quemaduras no fatales son algunas de las principales causas de morbilidad, que
incluyen la hospitalizaciéon prolongada, desfiguraciéon y discapacidad, lo que suele generar
estigmatizacion y rechazo .

6.1.3. Riesgos y complicaciones

Los procesos de cicatrizacion por heridas ocasionadas por quemaduras pueden presentar
diferentes complicaciones. Los pacientes quemados, principalmente con lesiones extensas y
profundas estan predispuestos a complicaciones sépticas las cuales pueden aumentar el costo,
duracién del tratamiento y la mortalidad. Ademas, una infeccion bacteriana no solo ocasiona
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cambios directamente en la herida, también suceden infecciones sistémicas como neumonia,
infecciones del tracto urinario y /o torrente sanguineo, bacteriemia y sepsis. Por otro lado, las
alteraciones musculoesqueléticas son otra de las complicaciones que se presenta en pacientes
con quemaduras. Entre estos problemas se encuentran contracturas, pérdida ésea, osificaciéon
heterotrofa, escoliosis, cifosis y artritis séptica [33].

También pueden presentarse complicaciones como la hipovolemia debido a la consecuen-
cia de pérdida de liquidos en quemaduras profundas o afectacion de grandes zonas de la
superficie corporal. Otra complicaciéon son las alteraciones metabdlicas y pueden incluir hi-
poalbuminemia por la hemodiluciéon (secundaria a la reposicion de liquidos) y pérdida de
proteinas hacia el espacio extravascular a través de los capilares danados [34].

6.1.4. Tratamientos y terapias convencionales

El cuidado de pacientes quemados requiere de experiencia y su tratamiento se basa prin-
cipalmente en la profundidad de la lesion. Para quemaduras graves, después de primeros
auxilios apropiados y una evaluaciéon de la herida, el tratamiento puede implicar medica-
mentos, vendajes de heridas, terapia y cirugia. Esto con el fin de controlar el dolor, extraer
el tejido muerto, prevenir la infeccién, reducir la posibilidad de formar cicatrices y recuperar
el funcionamiento. Después de que hayas recibido primeros auxilios por una quemadura im-
portante, es posible que tu atencién médica incluya medicamentos y productos destinados
a promover la cicatrizacion. Algunos de los tratamientos habituales son los tratamientos
minimamente invasivos a base de agua, liquidos por via intravenosa para prevenir la deshi-
dratacién, medicamentos para dolor y ansiedad, apdsitos o medicamentos para evitar una
posible infeccién. También es posible que se necesiten otros tratamientos topicos més invasi-
vos como pomadas antimicrobianas, vendajes que incorporan plata, vendajes biosintéticos,
injertos y xenoinjertos .

Figura 2: Tratamientos para quemaduras. A. Enfriado con agua fria . B. Cubrimiento con ven-
dajes limpios y secos [37]. C. Injerto de piel [38]. D. Apésito biosintético [39]. E. Xenoinjerto a base
de piel de tilapia .
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6.1.5. Apositos
Vendaje tradicional para heridas

Entre ellos se encuentran gasas, pelusas, vendajes (naturales o sintéticos) y algodon,
se secan y se utilizan como apésitos primarios o secundarios para proteger la herida de
contaminaciones.

Vendaje moderno para heridas

Estos apositos facilitan la funcion de la herida hidratandola y promoviendo la cicatriza-
cion. Generalmente estan basados en sintéticos y pueden clasificarse como productos pasivos,
interactivos y bioactivos.

Apositos de pelicula semipermeable: Estan compuestos de poliuretano transparente y
adherente permitiendo la transmision de vapor de agua, Oy y COs de la herida, también
proporciona un desbridamiento autolitico de tlceras y es impermeable a las bacterias.

Apositos de espuma semipermeable: Estdn hechos a base de espuma hidrofébica e hi-
drofilica con bordes adhesivos. Las propiedades hidréfobas de la capa exterior protege del
liquido, permiten el intercambio gaseoso y el vapor de agua. La espuma tiene capacidad de
absorber cantidades variables de drenaje de heridas dependiendo del grosor de esta.

Apositos de hidrogeles: Materiales hidrofilicos insolubles hechos de polimeros sintéticos.
El alto contenido de agua de los hidrogeles (70-90 %) beneficia a los tejidos de granulacion
v al epitelio en un ambiente htimedo.

Apositos de hidrocoloide: Es un apdésito interactivo y consta de dos capas, una coloidal
interna y una capa externa impermeable al agua. Son permeables al vapor de agua, pero im-
permeables a las bacterias y tienen propiedades de desbridamiento y absorcién de exudados
de heridas.

Apositos de alginato: Estan hechos de sales de sodio y calcio que comprenden unidades
de acido manuroénico y gulurénico. La capacidad de absorcion se logra con la formacion de un
gel hidrofilico que limita los exudados de la herida y minimiza la contaminacién bacteriana.

Apésitos bioactivos para heridas

Son producidos a partir de biomateriales y tienen caracteristicas como biocompatibilidad,
biodegradabilidad, naturaleza no toxica. Se derivan generalmente de tejidos naturales o
fuentes artificiales como colageno, acido hialurénico, quitosano, alginato y elastina.

Sustitutos de piel disenados por tejido

Existen dos sustitutos de piel humana o equivalente dérmico, uno imita la capa de la
piel compuesta de queratinocitos y fibroblastos en matriz de colageno (contiene células). El
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segundo contiene solo elementos dérmicos con fibroblastos en matriz de colageno (matriz
acelular). El principal mecanismo de estos apositos es secretar y estimular el factor de
crecimiento de la herida mediante el cual se logra la epitelizacion.

Apésitos medicados

Incorporan farmacos que ejecutan un papel importante en el proceso de curaciéon directa
o indirecta mediante la eliminacién de tejidos necréticos. Algunos compuestos incorporados
en estos apositos incluyen antimicrobianos, factores de crecimiento y enzimas.

Apobsitos compuestos

Poseen miuiltiples capas y cada capa es fisiologicamente distinta. Una capa externa que
protege la herida de la infecciéon, una capa intermedia compuesta por un material absorbente
que mantiene la humedad ambiental y apoya en el desbridamiento autolitico y una capa in-

ferior compuesta por material no adherente que evita que se adhiera a tejidos de granulacién
[41].
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Tipo Uso Ventajas Desventajas
Vendaje tradicional para heridas Heridas  lim- | Proteccién contra | Requieren cam-
pias y secas | posibles contami- | bios frecuentes;
con niveles de | naciones; practi- | posible dolor al
exudado leve. cos y econémicos. | retirarlos; no

proporciona am-
biente htimedo.

Vendaje moderno para heridas

Evitar que la
herida se des-
hidrate y pro-
mover cicatri-
zacion.

Pueden ser pasi-
vos, interactivos o
bioactivos; practi-
cos y econdémicos;
pueden ser elasti-
cos y flexibles.

Vendajes de espu-
ma no es adecua-
do para heridas
con poco exudado
o secas; vendajes
con hidrogeles po-
sible acumulacion
de exudado.

Apositos bioactivos para heridas

Heridas croni-
cas, quemadu-
ras o heridas
infectadas.

Buena  biocom-
patibilidad,

biodegradabilidad
y naturaleza no
toxica; pueden
incorporarse

con factores de
crecimiento y
antimicrobianos.

Su costo es ma-
yor comparado a
los vendajes tradi-
cionales; posibles
reacciones alérgi-
cas; cambio fre-
cuente.

Sustitutos de piel disefiados por tejido

Ulcera de pie
diabético y ul-
cera venosa de
pierna, quema-
duras o pér-
dida de piel
por enfermeda-
des dermatolo-
gicas.

Secretan y esti-
mulan el factor de
crecimiento de la
herida; pueden in-
cluir factores de
crecimiento y ci-
tocinas.

Altos costos; dis-
ponibilidad
tada si es aloinjer-
to; posibles reac-
ciones adversas.

limi-

Apositos medicados

Heridas créni-
cas, tulceras de
piel o heridas
infectadas.

Eliminacién  de
tejidos necroticos;
previenen infec-
ciones y favorecen
la  regeneracion
tisular.

El uso prolongado
puede  provocar
irritaciones 0
manchas en la
piel; posibles reac-
ciones alérgicas;
mayores costos
que apoésitos con-
vencionales.

Apoésitos compuestos

Heridas de es-
pesor parcial y
total.

Protege de infec-
ciones.

Son mas costosos;
poseen menos fle-

xibilidad.

Cuadro 1: Tabla comparativa de los principales tipos de apésitos, indicando su uso, ventajas y

desventajas [41].
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6.2. Xenoinjertos

Un xenoinjerto es un trasplante de tejido u 6rgano de una especie animal a otra. En la
medicina se utiliza este tipo de injerto para sustituir tejidos u érganos danados o enfermos
en humanos, y se realiza utilizando tejidos u 6rganos de animales cercanos genéticamente a
los seres humanos. Los xenoinjertos se utilizan en ocasiones cuando no hay tejidos u érganos
humanos disponibles para un trasplante o cuando los pacientes tienen una mayor posibilidad
de supervivencia con un xenoinjerto en lugar de esperar un trasplante de tejido humano |[2].

POTENTIAL USES FOR XENOTRANSPLANTATION PRODUCTS

- o

PIG SKIN FOR BURNS

LA

l!g,b

F B
)/ Fy

PIG KIDNEY FOR KIDNEY FAILURE
DONOR PIG \ 4

PIG PANCREATIC ISLETS HUMAN RECIPIENT
FOR DIABETES

Figura 3: Usos potenciales de productos de Xenotransplantes de cerdos para humanos. Piel de cerdo
para quemaduras, rinén de cerdo para insuficiencia renal e islotes pancreaticos de cerdo para diabetes
[42].

6.2.1. Beneficios de piel de tilapia como Xenoinjerto

Ademas de la piel porcina, en la actualidad se han descubierto nuevas posibilidades de
xenoinjertos tomando en cuenta la efectividad de estos. Entre ellos puede mencionarse la
piel de tilapia, la piel de este animal tiene una estructura celular que presenta células de
Malpighi, células caliciformes y otros tipos de células que pueden variar dependiendo de
la especie. Ademés, cuentan con una membrana basal que separa la epidermis (contiene
vasos sanguineos, nervios, escamas, células pigmentarias) y tejido adiposo formado por una
subcapa compacta o esponjosa y una subcapa gruesa compuesta por una matriz de colédgeno.
Esta matriz de colageno contiene aminoécidos entre los que se encuentra la lisina, triptéfano,
histidina, fenilalanina, leucina, isoleucina, treonina, metionina, cisteina y valina. Otro de los
aspectos importantes cuando se habla de morfologia de la piel de tilapia es su similitud con
la piel humana ya que tiene una dermis profunda con fibras de colageno bien organizadas
en disposiciéon paralela/horizontal y transversal |7].
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Figura 4: A. Tilapia de Nilo . B. Piel de tilapia de Nilo para utilizar como Xenoinjerto.

6.2.2. ;Coémo se obtienen?

Para el uso de pieles de tilapia como apdsitos es necesario retirar inicamente las pieles y
lavarlas inicamente y posibles residuos. Para una tltima limpieza se cortan las pieles en ta-
manos apropiados para el proceso de esterilizacién y se colocan en un bafno de solucién salina
a bajas temperaturas (4°C ). Posteriormente pueden realizarse diferentes procedimientos de
esterilizacién entre los que se pueden mencionar métodos quimicos y métodos radiologicos.

6.3. Procesos de esterilizacion

El proceso de esterilizacion se define como la eliminaciéon o destrucciéon completa de
todas las formas de vida microbiana que se lleva a cabo mediante diversos métodos fisicos y
quimicos. Técnicamente se logra una reducciéon mayor o igual a 106 log unidades formadoras
de colonias de las esporas mas resistentes a la mitad de un ciclo regular .

6.3.1. Autoclaves

Un autoclave es un dispositivo de esterilizaciéon principalmente para instrumentaciéon
quirdrgica. El autoclave utiliza un principio béasico de esterilizacién por vapor, en el que se
expone el elemento a esterilizar al contacto directo con el vapor a la temperatura y presiéon
requeridas durante el tiempo especificado. Existen cuatro parametros fundamentales cuando
se habla de esterilizacién por vapor: vapor, presion, temperatura y tiempo.
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Figura 5: Autoclave RATPA de carga frontal de sobremesa sin secado .

El vapor ideal para una esterilizacién es vapor saturado seco y agua arrastrada, mien-
tras que la presion en una autoclave es el medio con el que se obtienen altas temperaturas
necesarias para eliminar rapidamente los microorganismos. También se deben obtener tem-
peraturas especificas para una actividad microbicida, las temperaturas més utilizadas son
121°C (250°F) y 132°C (270°F), y deben mantenerse durante un tiempo minimo para matar
los microorganismos @
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Figura 6: Curva de ciclo de temperatura tipica de un autoclave. Variaciéon de temperatura con un

ciclo de 134°C .

La esterilizacién por vapor no es toxica, es econdémica, rapidamente microbicida y espo-
ricida. Pero al igual que algunos procesos de esterilizacion puede presentar efectos nocivos
en ciertos materiales como corrosiéon y combustion, ademés, se considera un método de este-
rilizaciéon no viable para injertos de piel debido a que puede danar la estructura del tejido y
desnaturalizar posibles propiedades como el colageno por alcanzar altas temperaturas [49].

6.3.2. Liofilizacion

La liofilizaciéon es un método de desecacion y es especialmente adecuado para conser-
vacion de sustancias sensibles al calor, ya que se elimina el agua del producto después de
congelarlo y colocarlo en vacio. El proceso de liofilizacion se divide en congelacion (solidifi-
cacion de la muestra), secado primario (eliminacion de agua congelada) y secado secundario
(extraccion de agua descongelada).

Durante la congelacién la temperatura de la muestra se reduce por debajo de su punto
de congelaciéon para solidificarla. La congelacién de una solucién de agua o cristalizacion
en general consta de la nucleacién y el crecimiento de ntcleos a cristales macroscopicos. El
segundo paso de la liofilizacién es el secado primario, en este proceso el agua congelada se
sublima al vacio. La sublimacién requiere de calor el cuél es proporcionado por radiacion,
conduccion y conveccidon, debe ser lo suficientemente alto para facilitar la sublimacion. El
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secado y almacenamiento secundario tiene como objetivo eliminar cualquier resto de agua
no congelada que se encuentre en la muestra. Este proceso se puede realizar a temperaturas
elevadas ya que el hielo se ha eliminado durante el secado primario y el riesgo de fusién
es minimo, sin embargo, en materiales amorfos es preferible elevar la temperatura con una
rampa lenta para evitar un colapso [50].

Figura 7: Liofilizador de sobremesa para investigacion basica LyoQuest .

El método de liofilizacion es una técnica que se ha utilizado para la conservacion de
injertos de tejido acelular para una mejor conservaciéon y duraciéon de almacenamiento. Esta
técnica ofrece como resultados materiales estables que pueden esterilizarse atn més con
irradiacion fisica o ETO (Esterilizacion por Oxido de Etileno). Es importante mencionar
que durante el proceso de liofilizacién puede producirse nucleacién de cristales que pueden
llegar a danar la estructura de la muestra, por lo que los parametros de temperatura y
velocidad de enfriamiento deben ser monitoreados y optimizados adecuadamente [52].

6.3.3. Meétodos quimicos

Los métodos de esterilizaciéon quimica se basan principalmente en dos tipos, antisépticos
y desinfectantes, ambos acttian destruyendo microorganismos o inhibiendo su crecimiento
de forma no selectiva en una muestra. Un antiséptico es una sustancia quimica que se aplica
topicamente sobre un tejido para ejercer la accion, pueden utilizarse en profilaxis (control
de propagacion de bacterias), tratamiento de heridas y quemaduras para impedir la sepsis
de tejidos lesionados, infecciones o cualquier exploraciéon o manipulaciéon que pueda alterar
la barrera protectora de la piel.

Un desinfectante es una sustancia quimica que ejerce su acciéon de esterilizaciéon sobre
las superficies y objetos inanimados alternandolos lo menos posible. Este proceso se lleva a
cabo por medio de biocidas o germicidas, sustancias quimicas cuyos mecanismos de acciéon y
resistencia son similares a los antibioticos. Algunos de los biocidas utilizados frecuentemen-
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te son el alcohol, clorhexidina, compuestos iodados, peréxido de hidrégeno y compuestos
clorados [53].

También pueden utilizarse antisépticos como productos para desinfectar, pero con una
menor concentracién para no alterar células de los tejidos vivos. Para que un desinfectante
pueda ser utilizado como antiséptico debe presentar caracteristicas como no ser irradiante
para el tejido, no presentar toxicidad de absorcién sistémica y no debe inactivarse al estar
en contacto con tejido orgénico |54].

6.3.4. Meétodos radiologicos

La esterilizacién por radiaciéon ionizante se realiza utilizando rayos gamma de cobalto
60 o aceleradores de electrones, es un método de esterilizacion eficaz para eliminar micro-
organismos a baja temperatura, y ha sido utilizado en tejidos para trasplante, productos
farmacéuticos y dispositivos médicos. Debido a los altos costos de esterilizacién no es una
alternativa tan favorable en centros de atencién médica, pero si es adecuado para gran escala
(Rutala, Weber, y HICPAC, 2008).

Anteriormente no existian procesos de esterilizaciéon por radiacién ionizante aprobados
por la FDA para su uso en centros de atencién médica y dnicamente se conocia por in-
vestigaciones. En el afio 2023 la FDA anuncié un programa piloto de archivo maestro de
esterilizacién por radiacion para empresas que esterilizan dispositivos aprobados por PMA
de un solo uso mediante radiacién. El piloto esté4 enfocado en ayudar esterilizadores contra-
tados y fabricantes de dispositivos médicos a avanzar en sus formas de esterilizar dispositivos
aprobados, incluyendo cambios de fuentes de radiacién en un enfoque menos oneroso |55|.

6.4. Pruebas biol6gicas

6.4.1. Histologia

La histologia es un estudio microscopico de tejidos y 6rganos mediante el corte, tincion
y examen de las secciones bajo un microscopio. Con la histologia se pueden visualizar es-
tructuras de tejidos y cambios caracteristicos que el tejido puede haber sufrido. Para poder
realizar una tincién especifica las muestras de tejido a estudiar deben someterse a las si-
guientes etapas: fijacién, procesamiento, inclusion, corte y en algunos casos recuperacion
de antigenos. La fijacién se realiza utilizando productos quimicos que permiten preservar
la estructura del tejido en su forma natural y protegerlo de la degradaciéon mediante el en-
trecruzamiento irreversible de las proteinas, durante este proceso la muestra se endurece y
facilita la fase de corte. Algunos de los fijadores comtnmente utilizados son la formalina
tamponada y la parafina-formalina, sin embargo, esto puede variar segin el tipo de tejido
que se desee examinar.
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Figura 8: Evaluacion histologica e histoquimica de piel de tilapia tratado con solucion salina. A y B.
Secciones tenidas con hematoxilina y eosina. C. Secciones tefniidas con rojo Sirius para coldgeno. D.
Imagen negativa para C utilizando segmentaciéon de color CMEIAS. Escala en A = 100 pm y B-D

= 50 pm .

En la etapa de procesamiento se realiza una deshidratacion de la muestra mediante la
adiciéon de etanol, con esto se elimina el agua de la muestra y se endurece ain mas el tejido
para la evaluacion. Luego de aplicar el etanol y completar el procesamiento de deshidrataciéon
se utiliza xileno para eliminar el etanol presente en la muestra. Posteriormente se realiza la
etapa de inclusién en la que se coloca la muestra en una cera de parafina o resina plastica para
mejorar el proceso de extraccién de estructuras celulares. Para la etapa de seccionamiento
se coloca la muestra en un micrétomo y se corta en secciones, el grosor mas utilizado es
de 4-5 micrémetros para poder realizar la tincién y colocar en un portaobjetos para su
estudio microscopico. La recuperaciéon de antigenos se utiliza en ocasiones para recuperar
los antigenos que pueden haberse cubierto en las etapas de fijacion e inclusion. Este proceso
se logra mediante el calentamiento y métodos proteoliticos para descomponer los enlaces
cruzados y revelar los epitopos y antigenos cubiertos previamente [56].

6.4.2. Cultivos bacterianos

Un cultivo bacteriano es un método que permite la multiplicacion de células bacterianas
en o sobre un medio de cultivo en condiciones controladas de laboratorio, también puede
depender de la especie bacteriana objetivo. La mayoria de las bacterias pueden crecer hasta
cierto punto en presencia de oxigeno (cultivo aerdbico), sin embargo, especies que se encuen-
tran naturalmente en ambientes con poco oxigeno creceran mejor en ausencia de oxigeno
(cultivo anaerébico) |57].

Muchas de las necesidades nutricionales de las bacterias pueden satisfacerse a través de
medios de cultivo microbiolégicos especializados que normalmente contienen extractos de
proteinas, sales inorgénicas o carbohidratos. Algunos también requieren componentes nutri-
cionales anadidos como vitaminas, o un entorno especializado de condiciones de temperatura

vy pH .

Morfologia colonial de las bacterias

Cuando se observa un crecimiento colonial en la superficie de un medio sé6lido, pueden
describirse caracteristicas como textura de la superficie, transparencia y color o matiz del
crecimiento.
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Textura: describe como aparece la superficie de la colonia. Algunos términos comunes
pueden ser suave, brillante, mucoide, viscosa, seca, polvorienta y demas.

Transparencia: las colonias pueden ser transparentes (se puede ver a través de ellas),
translucidas (la luz las atraviesa) u opacas (de apariencia solida).

Color o pigmentacién: muchas bacterias producen pigmentos intracelulares que hacen que
sus colonias tengan un color distinto, como amarillo, rosa, morado o rojo. Muchas bacterias
no producen ningtn pigmento y aparecen de color blanco o gris.

Colony Size Colony Margins Colony Elevations
Punctiform: <1 mm Flat
Small: 1-2 mm . Raised
Medium: 3-4 mm Entire C anse
Large: >5 mm °_""°x

Pulvinate
Undulate Umbonate
Colony Forms
Circular Lobate
Rhizoid Filamentous
Irregular
Curled

Filamentous

Figura 9: Descripciones bacteriologicas de la morfologia colonial: tamano, mérgenes, elevaciones y
formas [58].

Aplicaciones

Una de las aplicaciones méas importantes de los cultivos bacterianos es el diagnéstico de
infeccion. Existen pruebas como la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) capaz de
identificar rapidamente presencia de patégeno especifico, pero aislar a las bacterias puede
confirmar que estd vivo y alerta a los analistas sobre posibles riesgos de transmisién e
informara el tratamiento. También puede obtenerse informaciéon como sensibilidad a los
antibioticos para opciones de tratamientos, almacenarse para referencia futura con fines de
seguimiento de enfermedades.

Existen muchas aplicaciones mas en los cultivos bacterianos como estudios epidemiol6-
gicos, permitiendo a cientificos estudiar como cambian las poblaciones bacterianas con el
tiempo y estudiar eventos de transmisién para informar consejos de salud ptblica. También
puede utilizarse para el desarrollo de vacunas, terapias y para la produccién de alimentos y
bebidas.

22



Problemas comunes

Un problema comiin en las pruebas de cultivo bacteriano es la posible contaminacién
durante el procedimiento. La contaminaciéon puede provenir de muchas, desde la propia
muestra original hasta el proceso de cultivo o también el almacenamiento. Otro problema
es el crecimiento excesivo de algunas especies que crecen con facilidad, el uso de medios
selectivos y condiciones de crecimiento 6ptimas para la especie objetivo pueden ayudar a
mitigar el problema.
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CAPITULO [

Metodologia

7.1. Obtencion y validacién de tilapias antes de procesamiento

Para llevar a cabo el proyecto se utilizan un total de 4 pieles completas de 2 tilapias, las
pieles se obtienen de la granja de produccién de tilapias de engorde “TILAPIAS PASABIEN”
ubicada en Santa Cruz, Rio Hondo, Guatemala.

Como primer paso se hace una evaluacion utilizando una béscula de presiciéon para
verificar que cada una de las tilapias tuviera un peso promedio de 400 +- 50g y verificar que
se encuentren en un mismo rango de edad (juveniles subadultos, entre 6-9 meses de vida).
Se realiza una inspeccion visual de todas las tilapias seleccionadas para confirmar que todas
se encuentran en las mismas condiciones antes de la obtencién de las pieles.

Para la obtencion de las pieles se coloca cada una de las tilapias en una superficie de
trabajo limpia. Se utiliza un raspador de escamas para desecamar cada pescado y se utiliza
un cuchillo de corte adecuado para retirar las pieles de manera uniforme de ambos lados de
la tilapia. Por ultimo, se realiza una limpieza superficial de las pieles obtenidas utilizando
solucion isoténica 0.9 % de cloruro de sodio (Bonin, Villa Nueva, Guatemala) para retirar
cualquier suciedad o sangre presente.

7.2. Transporte y mantenimiento

Una vez retiradas y limpiadas las pieles de tilapia estas se almacenan en bolsas de plastico
tipo ziploc de manera individual. Todas las bolsas se mantienen dentro de una hielera limpia
y libre de contaminantes que puedan afectar la calidad de las pieles, a una temperatura
aproximadamente a 4°C durante un periodo de 3 horas. Posteriormente se almacenan en
una nevera a una temperatura de -18°C. Se debe asegurar que las pieles se mantengan a
temperaturas menores a 4°C durante todo el transporte hasta la nevera.
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7.3. Preparaciéon de control microbiolégico
Para la evaluacién de control microbiologico se utilizan 4 diferentes medios de cultivo:
Agar sangre de carnero 5%, Agar Plate Count, Agar Chromocult y Agar Mac Conkey.

Se prepara una solucién de 200 mL de cada medio de cultivo y se utilizan las cantidades
indicadas en el Cuadro [2] para la preparacion de los mismos.

Medio de cultivo | Cantidad (g)
Agar sangre 8.08
Agar Plate Count 4.50
Agar Chromocult 5.30
Agar Mac Conkey 10.70

Cuadro 2: Tabla de cantidades de medio en gramos para control microbiolégico. Cantidad corres-
pondiente de cada medio de cultivo para preparar 200 mL de medio.

Se utiliza una balanza analitica de precisién para el pesaje de cada medio de cultivo y
posteriormente se agrega cada uno en un frasco de vidrio borosilicato de 300 mL identificados
con el nombre de cada medio. Posteriormente se utiliza una probeta de vidrio de 500 mL
para medir 200 mL de agua destilada, se agrega la misma cantidad a cada uno de los frascos
y se colocan en una parrilla de calentamiento y agitacion a una temperatura de 50-60°C y
utilizando un rotador magnético hasta obtener una solucion clarificada. Una vez que cada
uno de los medios tenfa una apariencia més aclarada se retiran de la parrilla, se extrae el
rotador magnético y se cierra cada frasco.

Después de la preparacion de los medios de cultivo se procede a su esterilizacion mediante
un autoclave para eliminar cualquier contaminante bioldgico presente en los medios. Se
esterilizan durante 25 minutos a una temperatura de 120°C y una presion de 15 atmosferas
de presion. Se esperan 20 minutos después que termine la esterilizacion, se retiran los medios
con precauciéon. Luego son trasladados a la campana de extraccidén para proporcionar un
ambiente controlado y estéril durante la preparaciéon de las placas petri.

Se utilizan un total de 40 placas petri de pléstico esterilizadas, 10 placas para cada medio
de cultivo y son ingresadas a la campana de extraccién. Antes de comenzar con la preparaciéon
de las placas se agregaron 10 mL de sangre de carnero al frasco que contenia el medio de
cultivo de agar sangre utilizando una jeringa desechable de 10 mL y se agité cuidadosamente
el medio hasta lograr de nuevo una homogeneizacién completa de la solucion.

Posteriormente, se agregan 10 mL de cada medio de cultivo a cada una de las placas petri
y se espera a que se produzca la solidificacion de la capa gelatinosa para ser almacenadas a
bajas temperaturas hasta su uso.

Preparar solucién de cada Se distribuyen cada una de

. ) Esterilizar las soluciones Se agregan 10ml de ;
medio de cultivo hasta las soluciones en placas
L en un autoclave durante 25 sangre de carnero en el )
obtener solucion . 3 petri y se espera la
minutos a 120°C y 15 atm. Agar sangre.

homogénea. solidificacién gelatinosa.

Figura 10: Proceso para la fabricacion de medios de cultivo en placas petri.
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7.4. Protocolos de esterilizacion

Para comparar todos los protocolos de esterilizacién en este trabajo se establece un corte
de las pieles de tilapia en cuadrados de 1.5 cm x 1.5 cm. Para realizar los cortes se utiliza
un bisturi previamente esterilizado. Todo este proceso se realiza dentro de una campana
de extraccién estéril, por lo que todos los utensilios a utilizar son esterilizados utilizando
un autoclave (15-25 minutos a 15 atmosferas de presion y 120°C), también las bolsas que
contienen las pieles de tilapia se limpiaron con etanol al 70 % para que se encuentren libres
de contaminantes.

Para realizar el corte de las pieles primero se les realiza un cambio de temperatura pa-
sando de los -18°C a 4°C y por altimo, a temperatura ambiente (25°C). Antes de comenzar
se hace un lavado de cada piel utilizando solucién isoténica 0.9 % de cloruro de sodio (Bo-
nin, Villa Nueva, Guatemala). Posteriormente se realizan los cortes uniformes utilizando un
bisturi y de una misma piel de tilapia se obtienen 7 muestras, las cuales se separan en 4
placas petri distintas como se observa en el Cuadro

Placa petri | Método | Cantida de muestras
1 Control 1
2 Método 1 2
3 Método 2 2
4 Método 3 2

Cuadro 3: Tabla de distribucién de muestras. Cantidad de muestras segtiin el método de esterilizacion
organizados por placas petri

Luego se realizan los diferentes métodos de esterilizaciéon para cada muestra como se
describen a continuacion.

7.4.1. Control

La placa petri 1, en esta muestra no se agrega ninguna solucién y se mantiene durante
la campana mientras se realizan los métodos de esterilizacién de las deméas muestras.

7.4.2. Meétodo 1 - Etanol 70 %

Para el método de esterilizacién 1 se realizan 3 banos consecutivos de 5 minutos cada
uno en una solucion de etanol al 70 %. Después de cada uno de los bafios se retira la solucién
de las muestras y se deposita en un beaker de 50 mL de desechos hasta obtener las muestras
con la menor cantidad de etanol presente en la placa petri.

7.4.3. Meétodo 2 - Autoclave

En el método de esterilizacién 2 las muestras son colocadas en el autoclave dentro de las
cajas petri y se coloca papel craft en el exterior de la caja. Se programa el autoclave durante
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15 minutos a 15 atmosferas de presion y 120°C. Luego se retiran las muestras del autoclave
y se colocan nuevamente en la campana de extracciéon hasta que alcanzan una temperatura
ambiente para su siguiente evaluacion.

7.4.4. Meétodo 3 - Conversiéon a Matriz Acelular

Para la cuarta muestra se sigui6 el proceso de esterilizacion descrito en |10]|. Como primer
paso se remoja la piel de tilapia en una soluciéon de bicarbonato de sodio al 3% (NaHCO3)
durante 12 horas con una relacién material/liquido de 1:10 (p/v), luego se remoja la piel
en una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 0.1M durante 8 horas con una relacion
material-liquido 1:10 (p/v). Posteriormente se realizan 3 lavados de las muestras con buffer
de fosfato (PBS) 0.01M para eliminar impurezas. Luego, las pieles se remojan en una so-
lucién de cloruro de sodio (NaCl) 1M con una relaciéon material-liquido 1:5 (p/v) durante
12 horas. Seguidamente se remojan nuevamente las pieles en una solucién de hidréxido de
sodio (NaOH) 0.1M durante 6 horas con una relaciéon material-liquido 1:10 (p/v). Luego, se
realizan nuevamente 3 lavados de las muestras con buffer de fosfato (PBS) 0.01M. Una vez
terminado el tiempo se sumergen las pieles en una soluciéon de peroxido de hidrégeno con
concentracion 2.5 - 3.5% (Superior, Ciudad de México, México) durante 6 horas con una
proporcion material-liquido 1:5 (p/v). Por tltimo, se realizan 3 lavados de las muestras con

buffer de fosfato (PBS) 0.01M.

7.5. Control microbiolégico

Una vez que se realizan los procesos de esterilizacién se prepara la evaluaciéon de control
microbiolégico. Para la preparacion de cada cada prueba se agrega 1 mL de solucion isoténica
0.9% de cloruro de sodio (Bonin, Villa Nueva, Guatemala) en cada una de las placas petri
donde se tienen las muestras de pieles de tilapia. Luego se mezcla con la solucién salina
hasta obtener una solucién turbia. Posteriormente, utilizando pipetas de precisién se siembra
0.1 mL de la solucién agregada en cada uno de los diferentes medios y se esparce por la
placa utilizando asa de inoculacién. Por ultimo, se trasladan las placas a una incubadora
a 35°C durante 24 horas. Una vez concluido el tiempo se analizan cuantitativamente y
cualitativamente para obtener los resultados de identificacién microbiolégica en cada una de
las muestras.

7.6. Almacenamiento a largo plazo

Para verificar la viabilidad de control microbiolégico a largo plazo se almacenan some-
tidas a cada proceso de esterilizaciéon utilizando bolsas de sellado al vacio. Para mantener
un ambiente estéril durante este proceso se desinfectan las bolsas de almacenaje utilizando
una solucion de etanol al 70 % y se ingresan a la campana de extraccion. Posteriormente se
divide cada una de las 6 muestras en cada una de las bolsas por separado y son selladas al
vacio. Luego, las bolsas son identificadas con cada uno de los métodos utilizados en cada
muestra y son almacenadas en una nevera a una temperatura de -18°C. Una de las muestras
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correspondiente a cada método de esterilizacion es almacenada durante 1 semana, mientras
que el otro grupo de muestras es almacenada durante 1 mes. Posteriormente a cada tiempo
se realiza el control microbiolégico como en un inicio en cada una de las muestras para
verificar su viabilidad a largo plazo.

7.7. Histologia

Para llevar a cabo el protocolo de histologia primero se comienza con los cortes de las
pieles de tilapia procesadas almacenadas durante un mes después de su procedimiento. Se
realizan 3-4 cortes pequenios de forma rectangular de cada una de las muestras de piel de
tilapia correspondiente a cada método (control, etanol, autoclave y matriz), posteriormente
se agregan los cortes de las muestras a los casetes de histologia (2 casetes por método) y se
identifican cada uno con el método empleado. Seguidamente se inicia el proceso de fijacién
de las muestras donde se sumergen en un frasco utilizando una solucién de Formol 10 %
durante 24 horas. Luego se lleva a cabo el proceso de deshidrataciéon en el que se sumergen
las muestras en alcohol etilico 70 % durante 2 ciclos de 12 horas cada uno, luego se sumergen
en alcohol etilico 95 % durante 2 ciclos de 1 hora cada uno, posteriormente se sumergen en
alcohol etilico 100 % durante 2 ciclos de 1 hora cada uno y por tltimo se sumerge en Tolueno
durante 2 ciclos de 40 minutos cada uno. Después de deshidratar las muestras se lleva a cabo
el embebido en parafina donde se sumergen las muestras en parafina liquida durante 2 ciclos
de 1 hora cada uno.

Z0 ) erocieva B v d

Figura 11: Procedimiento de fijacién, deshidratacion y embebido en parafina. A. Cortes de muestras
de matriz acelular antes de proceso de fijacion. B. Proceso de deshidratacion de las muestras sumer-
gidas en alcohol etilico 100 %. C. Muestras de cada método de esterilizacion después del embebido
en parafina.

Una vez que las muestras terminan ese proceso se utiliza un molde de inclusion en el
que se anade parafina liquida y luego se coloca el casete encima de modo que la parafina
alcanzara la parte inferior del casete. Luego se colocaron las muestras de piel de tilapia
perpendicularmente con el casete para conseguir un corte transversal de la piel, luego se
llena el espacio restante con parafina liquida y se retiré de la estufa para que la parafina se
solidifique al alcanzar una temperatura ambiente.
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Figura 12: Embebido en parafina de las muestras. A. Colocacién de las muestras en casetes con
parafina. B. Resultado final de embebido en parafina de las muestras antes de alcanzar temperatura
ambiente.

Posteriormente se llevan a cabo los cortes de las muestras, se inicia con cortes grandes
(20 pm) hasta conseguir llegar a la muestra objetivo y se realizan cortes desde 5 um hasta
15 pm en casos donde no sea posible obtener un corte éptimo para el analisis. Una vez se
obtienen los cortes son trasladados a un bano de agua para estirar la capa de parafina que
contiene la muestra, luego se afladen a un portaobjetos para ser trasladarlos a una plancha
con una temperatura de 60°C en la cual se derrite la parafina y se obtiene de forma més
aislada la muestra objetivo para llevar a cabo la tincién necesaria para el estudio.

Figura 13: Cortes de las muestras y colocacién en portaobjetos. A. Corte de la muestra en parafina.
B. Colocacién de la muestra cortada en bano de agua. C. Portaobjetos en plancha a 60°C.

Para llevar a cabo la tincion de Hematoxilina & Eosina primero se agregan todas las
muestras (2 portaobjetos por método) a un recipiente en el que se trasladan durante el
procedimiento. Luego se realiza un desparafinado de las muestras sumergiéndolas 4 veces
en distintos bafios de Tolueno. Luego se lleva a cabo una serie de banos de Etanol, 12
sumergidas en etanol 100 % (2 ciclos), luego 12 sumergidas en etanol 95 % y de igual forma
utilizando etanol 80 %, 70 % y 50 %. Posteriormente se realizan 12 sumergidas de las muestras
en agua desmineralizada cambiando el agua utilizada 6 veces. Seguidamente se sumergen las
muestras en la soluciéon de Hematoxilina durante 1-2 minutos y se realizan 12 sumergidas
de las muestras en agua de chorro cambiando el agua utilizada 6 veces, se deja 3 minutos en
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reposo después de la dltima sumergida. Luego se sumergen las muestras en la solucion de
Eosina durante 2 minutos y se comienza un proceso de deshidratacion en el que se sumergen
las muestras en etanol 95 % durante 4 ciclos de 12 sumergidas cada uno, después se sumergen
en etanol 100 % durante 3 ciclos de 12 sumergidas cada uno.

Para terminar el procedimiento de tincién se sumergen las muestras en Tolueno durante
3 ciclos de 3 minutos cada uno. Se agregan varias gotas de Merckoglas sobre el tejido de
la muestra a modo de cubrirlo completamente y se coloca un cobre-objetos sobre el tejido
evitando la formacioén de burbujas. Una vez se tienen las muestras, se esperan 24 horas para
que las muestras estén secas y puedan observarse bajo un microscopio.

Figura 14: Procedimiento de tinciéon Hematoxilina & Eosina. A. Mesa de trabajo con todas las
soluciones a utilizar. B. Muestras colocadas en recipiente para traslados entre soluciones. C. Muestras
finales después de colocar cubreobjetos.

30



CAPITULO 8

Resultados

8.1. Piel de tilapia sin esterilizacion (control)

8.1.1. Prueba microbiolbgica

En esta seccion se presentan los resultados de las cuatro pruebas microbiologicas (Agar
sangre de carnero 5%, Agar MacConkey, Agar Chromocult y Agar Plate Count (PCA)) ,
donde cada prueba se realiza para la piel de tilapia sin proceso de esterilizacion.

En la placa petri correspondiente a la prueba de control se puede observar la presencia
de colonias bacterianas en la muestra. Esto demuestra que las pruebas de control no estéan
esterilizadas y presentan una carga bacteriana en cada método (Figura .

La primera evidencia de bacterias en la muestra se puede observar en la Figura (A
y B) correspondiente al Agar sangre de carnero 5%. Se identifica una gran cantidad de
colonias de diferentes tamanos y distribuidas en toda la placa a diferencia de los demas me-
dios de cultivos. El recuento de colonias revel6 una concentracién de aproximadamente 1200
UFC/mL, indicando una presencia significativa de bacterias en el anélisis. En la prueba de
medio de cultivo Agar MacConkey se puede evidenciar la presencia de colonias bacterianas
en la muestra. Se pueden observar principalmente unidas en la orilla izquierda de la placa
petri (Figura [15| C). El recuento de colonias revelé una concentracion de aproximadamen-
te 110 UFC/mL, indicando una presencia considerable pero significativamente menor en
comparacion con los demas anélisis.

Utilizando el medio de cultivo Agar Chromocult se puede identificar una presencia grande
de bacterias, principalmente se observan en la parte superior de la placa petri, en este caso
estan distribuidas como una linea de colonias (Figura 15| D). El recuento de colonias reveld
una concentracion de aproximadamente 860 UFC/mL, indicando una presencia de bacterias
considerable en el anéalisis. Mediante la prueba de Agar Plate Count también es posible
evidenciar la presencia de bacterias en la prueba de control no esterilziada como se observa
en la Figura (E). Se identificaron aproximadamente 141 colonias de bacterias en esta
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placa Petri, lo que indica una concentraciéon de aproximadamente 1410 unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC/mL). Ademas, se observaron bacterias de diferentes tamanos
y estan distribuidas en toda la placa. Este recuento se realizé utilizando un volumen de
muestra de 0.1 mL y sin aplicar diluciones adicionales durante el anélisis.

Figura 15: Resultados placas petri control. A y B. Resultado medio de cultivo Agar sangre de
carnero 5 %. C. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. D. Resultado medio de cultivo Agar
Chromocult. E. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.

Utilizando el estereoscopio se observaron con mas detalle las bacterias que se encuentran
presentes en las muestras de control (Figura[l6). En la Figura[l6] (A) se puede observar una
de las colonias méas grandes que se encuentra presente en la placa de control Agar sangre
de carnero 5%, ademés, es posible observar la diferencia de tamafio con otras colonias
més pequenas. Se identifica una gran cantidad de colonias de color blanco a crema opacas
distribuidas en toda la placa, los margenes que presentan las colonias son enteros con formas
circulares e irregulares con una elevacién convexa y una composicién mucoide y viscosa.

En la Figura (B) se puede observar con méas detalle las colonias bacterianas de la
placa de Agar MacConkey, se pueden identificar tinicamente 3 colonias de bacterias que a
diferencia del resto fue la que tuvo menor crecimiento. Las bacterias de este medio de cultivo
son de color rosa, tienen una forma semicircular con los margenes enteros y una composiciéon
mucoide y viscosa.

En la Figura[16] (C y D) se puede identificar una gran presencia de colonias bacterianas
la placa de medio de cultivo Agar Chromocult. Las bacterias presentes en el medio exhiben
formas circulares e irregular con mérgenes enteros en su mayoria, su coloraciéon es blanca y
opaca. En la Figura (D) se observo que algunas colonias presentaron un cambio en su
coloracion tornandose color violeta después de pasada una semana en temperaturas bajas.
De igual forma, una de las colonias que crecié de mayor tamafio durante esta prueba micro-
biolégica fue la bacteria presente en el medio de cultivo Agar Plate Count, las colonias se
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unieron durante una semana en temperatuas bajas perdiendo su forma circular, manteniendo
los mérgenes enteros y un color blanco a amarillo opaco (Figura [L6| E).

Figura 16: Bacterias de placas petri control observadas en estereoscopio. A. Bacterias observadas
en Agar sangre de carnero 5%. B. Bacterias observadas en Agar MacConkey. C y D. Bacterias
observadas en Agar Chromocult. E. Bacterias observadas en Agar Plate Count.

8.1.2. Evaluacion estereoscopica

La muestra de piel de tilapia (Figura[l7) exhibe una combinacion de colores gris y blanco
en la parte frontal, en la parte trasera predomina el color blanco con algunas marcas grises
que resultan de los cortes entre musculo y piel. El tamano de las pieles fue ligeramente méas
grande del esperado midiendo aproximadamente 1.5 cm de ancho y 2.6 cm de largo. Pueden
observarse los patrones de las escamas en forma rombo como su morfologia caracteristica.
Se observa presencia de mucosidad y secrecién por la humedad de la piel y no se presentan
lesiones.
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Figura 17: Estereoscopia de muestra de control. A. Lado frontal de la muestra. B. Lado posterior de
la muestra

8.1.3. Histologia

En la muestra de piel de tilapia correspondiente a el control es posible observar
principalmente la dermis de la piel (capa debajo de la epidermis), la cual se presenta de
color rosado y con un patrén especifico correspondiente a la morfologia del tejido conectivo
de la dermis, incluyendo fibras de colageno que forman parte del tejido conectivo. En la
Figura (A) se puede observar que en la parte inferior de el corte hay muchas fibras largas
y completas, ademés, en las demas muestras obtenidas correspondiente a la piel de tilapia
sin esterilizar no se observa un tejido danado ya que las fibras de colageno estan dispuestas
en una orientacion especifica y no presentan rupturas entre si, mas que en algunos mérgenes
donde se realizo el corte. Ademaés, se pueden observar células presentes en el tejido tefiidas
de color violeta por la tincion H&E.
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Figura 18: Histologia de piel de tilapia sin esterilizar. A. Seccién de muestra de control con corte de
10 pm observada con magnificacion de x100. B. Seccién de muestra de control con corte de 10 um
observada con magnificaciéon de x40. C. Seccién de muestra de control con corte de 5 pm observada
con magnificaciéon de x100. D. Seccién de muestra de control con corte de 5 ym observada con
magnificacion de x100.

8.2. Piel de tilapia con Etanol 70 %

El procedimiento para realizar el método 1 de esterilizacién se puede observar en la
Figura[I9 En ninguno de los pasos observados en la figura se pudieron observar cambios en
la estructura de la piel, por lo que se mantuvo el mismo tamano de la muestra y la misma
coloracion gris y negro de la piel de tilapia.
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Figura 19: Resultados de procedimiento método 1 de esterilizacion. A. Pieles enteras antes de cortes.
B. Piel cortada. C. Piel remojada con solucion de etanol 70 %. D. Piel cerrada el vacio.

8.2.1. Prueba microbiolégica

Después de realizar la esterilizacion con etanol al 70 % no se observa ninguna colonia
de bacterias que evidencie la contaminacién después de realziar el método 1 utilizando el
medio de cultivo de Agar sangre de carnero 5% (Figura A). En el medio de cultivo
de Agar MacConkey tampoco se observa presencia de colonias bacterianas en la placa petri
después del proceso de esterilizacién del método 1 (Figura B). En la placa petri con medio
de cultivo Agar Chromocult (Figura C), no se observa ninguna presencia de colonias
bacterianas al igual que en cada placa petri correspondiente al método 1 de esterilizacion.
En la placa petri no se observan con el medio de cultivo Agar Plate Count (PCA) no se
observa ninguna colonia bacteriana para realizar el recuento (Figura [21] D). Después de 1
semana se observo el crecimiento de una bacteria especificamente en la placa petri de el Agar
sangre de carnero 5 % de la Figura (A). No se observo ningtn otro crecimiento bacteriano
en los demés meidios de cultivo en el que podrian crecer el mismo tipo de bacteria. Ademas,
en la Figura se observo con mejor detalle la bacteria del Agar sangre de carnero 5%
indicando la fomracién tnica de una colonia de bacterias, esta bacteria exhibe un color
blanco a crema opaco, con forma circular y margenes enteros al igual que las bacterias
presentes en la Figura (A). Ademas, no se obtuvo crecimiento alguno en ninguno de
los medios de cultivo después de realizar cultivos bacterianos pasado 1 mes del proceso de
esterilizacion.
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Figura 20: Resultados placas petri método 1. A. Resultado medio de cultivo Agar sangre de carnero
5%. B. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. C. Resultado medio de cultivo Agar Chromo-
cult. D. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.
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Figura 21: Resultados placas petri de método 1 después de 1 semana. A. Resultado medio de cultivo
Agar sangre de carnero 5 %. B. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. C. Resultado medio
de cultivo Agar Chromocult. D. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.
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Figura 22: Bacteria de placa petri Agar sangre de carnero 5% observada en estereoscopio después
de 1 semana de esterilizacion.
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Figura 23: Resultados placas petri de método 1 después de 1 mes. A. Resultado medio de cultivo
Agar sangre de carnero 5%. B. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. C. Resultado medio
de cultivo Agar Chromocult. D. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.

8.2.2. Evaluacién estereoscépica

En la Figura 24] se puede observar una similitud con la piel de control. La muestra
procesada mantiene una combinaciéon de colores gris y blanco en la parte frontal, mientras
que en la parte trasera de la muestra 1 (Figura B) mantiene una coloracién predominante
de blanco con marcas grises en la parte trasera de muestra 2 (Figura D) presenta marcas
mas grandes y de color beige entre el corte piel y muasculo. En ambas muestras se mobservan
patrones de rombo por su morfologia de las escamas, también se identifica presencia de
mucosidad y secrecion debido a la humedad de la piel. No se identifica ningin defecto fisico
visible provocado por el método de esteriliziacion.
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Figura 24: Estereoscopia de muestras de método 1. A. Lado frontal de la muestra 1 método 1. B.
Lado posterior de la muestra 1 método 1. C. Lado frontal de la muestra 2 método 1. D. Lado
posterior de la muestra 2 método 1.

8.2.3. Histologia

En la muestras de los cortes histologicos de la Figura [25] es posible observar principal-
mente la dermis de la piel en la que se encuentra el tejido conectivo y principalmente pueden
observarse fibras de colageno de la piel. Al igual que en la Figura [I§ pueden observarse mu-
chas de las fibras completas en su totalidad como en la Figura 25| (A y D), sin embargo, en
la Figura (C) puede observarse que algunas de las fibras fueron afectadas por el procedi-
miento de etanol, pero todavia pueden mantener la orientacién que tenfan en un principio.
En la Figura (B) se puede comparar que el corte realizado no fue tan fino dando como
resultado una muestra mas gruesa en la que no se puede observar con detalle las fibras de
colageno y demaés detalles de la muestra, es posible observar a gran escala que la muestra
mantiene su integridad después del procedimiento. También es importante mencionar que
fue posible observar presencia de células bajo el microscopio especialmente en la Figura [25]
(B), al igual que en los cortes de control se observan los niuicleos de las células tenidos de
color violeta.
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Figura 25: Histologia de piel de tilapia esterilizada con Etanol 70 %. A. Seccion de muestra de método
1 con corte de 15 um observada con magnificacién de x100. B. Seccién de muestra de método 1 con
corte de 10 ym observada con magnificacién de x40. C. Secciéon de muestra de método 1 con corte
de 7 pm observada con magnificaciéon de x40. D. Secciéon de muestra de método 1 con corte de 7 ym
observada con magnificacién de x40.

8.3. Piel de tilapia esterilizada con Autoclave

FEl procedimiento para realizar el método 2 de esterilizaciéon por autoclave se puede
observar en la Figura En la Figura (D) ya se puede observar el cambio en la estructura
de la piel.

Figura 26: Resultados de procedimiento método 1 de esterilizacion. A. Pieles enteras antes de cortes.
B. Piel cortada. C. Piel en placa petri de vidrio envuelta con papel craft antes de autoclave. D. Piel
después de esterilizacion con autoclave. E. Piel sellada al vacio.
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8.3.1. Prueba microbiolégica

En las placas petri correspondientes a el método 2 de esterilizacién no se evidencio

presencia de colonias bacterianas en ninguno de los cuatro medios de cultivo, al igual que
en el método 1 (Figura 27).

Figura 27: Resultados placas petri de método 2. A. Resultado medio de cultivo Agar sangre de
carnero 5 %. B. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. C. Resultado medio de cultivo Agar
Chromocult. D. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.

Después de realizar las pruebas microbiolégicas una semana después del método de este-
rilzaciéon 2, no se identificé ningun crecimiento bacteriano en ninguna de las placas petri de
los cuatro medios de cultivo (Figura. De igual forma, después de realizar las pruebas de
cultivo bacteriano un mes después del proceso de esterilizacién con autoclave no se obtuvo
ningun crecimiento de colonia de bacteria en ninguno de los medios de cultivo evaluados

(Figura[29).
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Figura 28: Resultados placas petri de método 2 después de 1 semana. A. Resultado medio de cultivo
Agar sangre de carnero 5%. B. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. C. Resultado medio
de cultivo Agar Chromocult. D. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.
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Figura 29: Resultados placas petri de método 2 después de 1 mes. A. Resultado medio de cultivo
Agar sangre de carnero 5%. B. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. C. Resultado medio
de cultivo Agar Chromocult. D. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.

8.3.2. Evaluacién estereoscépica

En la Figura [30] s es posible observar notables cambios en la estructura de la piel. Uno
de los cambios més visibles es la apariencia mas transparente de la piel, indicativa cambios
de retenciéon de humedad de la piel. Se puede observar que en la muestra se perdi6 la
pigmentacién de colores girs y blanco que predominaba en las pieles de control [17]y se tornd
de color beige/marron después del procedimiento. Se identifica que las pieles mantuvieron
el tamano con el que fueron cortadas y también se observan algunos de los patrones de las
escamas en forma de rombo, sin emabrgo, los margenes de la piel perdieron la forma original.
En la parte trasera de la muestra (Figura B) 1 se puede identificar el contraste de colores
de las areas donde hay presencia de misculo y donde hay tnicamente piel.

45



Figura 30: Estereoscopia de muestras de método 2. A. Lado frontal de la muestra 1 método 2. B.
Lado posterior de la muestra 1 método 2. C. Lado frontal de la muestra 2 método 2. D. Lado
posterior de la muestra 2 método 2.

8.3.3. Histologia

Al examinar histolégicamente la muestra de piel de tilapia que fue sometida al proceso
de autoclave se evidencian danos y cambios en la estructura de los bordes de la piel los
cuales incluyen la epidermis (Figura . La estructura de la dermis se aprecia con mejor
detalle en la Figura [31] (B) donde se identifica el mismo patrén de fibras de colageno que
se observaron en la Figura[I8 En ambas muestras sometidas al procedimiento de autoclave
pueden observarse burbujas y perforaciones, en la muestra de la Figura (A) no es posible
observar el patréon de las fibras de coldgeno en su totalidad, se observa una superficie lisa
en su mayoria. Por otro lado, en la Figura como se menciona, es mas identificable la
presencia de fibras de colageno en la dermis, mostrandose mas cohesionadas y con minimos
espacios vacios entre cada patron, a diferencia de las muestras anteriores.
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Figura 31: Histologia de piel de tilapia esterilizada con Autoclave. A. Secciéon de muestra de método
2 con corte de 15 pum observada con magnificacion de x100. B. Secciéon de muestra de método 2 con
corte de 15 pm observada con magnificacién de x100.

8.4. Matriz acelular de piel de tilapia

El procedimiento para realizar el método 3 de esterilizaciéon por autoclave se puede
observar en la Figura Enla Figura (E) ya se puede observar el cambio en la estructura
de la piel tornandose de un color més oscuro. Por tltimo, el mayor cambio se observa cuando
se agrega el agua oxigenada (Figura [32| H) ya que la piel se torna de un color amarillo.

Figura 32: Resultados de procedimiento método 3 de esterilizacion. A. Pieles enteras antes de cortes.
B. Piel cortada remojada en solucién de bicarbonato. C. Piel remojada en solucion de NaOH. D. Piel
remojada en solucion Buffer. E. Piel remojada en soluciéon NaCl. F Piel remojada por segunda vez
en solucion de NaOH. G. Piel remojada en tltimo lavado de Buffer. H. Piel sellada al vacio después
de remojar en agua oxigenada.
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8.4.1. Prueba microbiolbgica

No se observé ninguna colonia de bacterias después de realizar el método 3 y verificar las
placas petri correspondientes a cada medio de cultivo. Se obtuvieron los mismos resultados
que en los métodos 1y 2, comprobando la esterilizacion de los tres métodos utilizados (Figura

33).

Figura 33: Resultados placas petri de método 3. A. Resultado medio de cultivo Agar sangre de
carnero 5 %. B. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. C. Resultado medio de cultivo Agar
Chromocult. D. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.

Al igual que en el método de esterilizaciéon 2 con autoclave, no se obtuvo ningan creci-
miento bacteriano en las pruebas microbiolégicas después de 1 semana de utilizado el método
de esterilizacion 3 (Figura . Por dltimo, después de realizar una ultima prueba de cultivo
bacteriano después de 1 mes de almacenada la muestra, no se obtuvo crecimiento alguno en
ninguno de los medios de cultivo (Figura [35)).
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Figura 34: Resultados placas petri de método 3 después de 1 semana. A. Resultado medio de cultivo
Agar sangre de carnero 5%. B. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. C. Resultado medio
de cultivo Agar Chromocult. D. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.
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Figura 35: Resultados placas petri de método 3 después de 1 mes. A. Resultado medio de cultivo
Agar sangre de carnero 5%. B. Resultado medio de cultivo Agar MacConkey. C. Resultado medio
de cultivo Agar Chromocult. D. Resultado medio de cultivo Agar Plate Count.

8.4.2. Evaluaciéon estereoscopica

En la Figura [36] se pueden observar cambios notables en el color de la muestra en com-
paracion con la muestra de control (Figura . La tonalidad de la piel procesada es de
color amarillo y blanco en la parte frontal, resultado directo del método de esterilizacién
empleado. En el caso de la parte trasera de la muestra 1 (Figura [36| B) se puede observar
que el color predominante sigue siendo blanco y la presencia de misculo es de color amarillo,
mientras que la parte trasera de la muestra 2 (Figura D) no tiene presencia de musuclo
y es totlamente blanca. Por otro lado, se puede observar que la estructura estd completa,
manteniendo su tamafo original de corte. Se osberva que los patrones de escamas en forma
de rombo se mantienen al igual que en la muestra de control, no se observa una presencia
de mugosidad y la superficie se ve completamente lisa e hidratada.
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Figura 36: Estereoscopia de muestras de método 3. A. Lado frontal de la muestra 1 método 3. B.
Lado posterior de la muestra 1 método 3. C. Lado frontal de la muestra 2 método 3. D. Lado
posterior de la muestra 2 método 3.

8.4.3. Histologia

Las muestras de los cortes histologicos correspondientes a la matriz acelular a base de
piel de tilapia presentaron un cambio en la estructura de las fibras de colageno. En la Figura
se observa que no hay un patrén completamente definido en la estructura de la dermis
de la piel, pero si hay presencia de tejido conectivo que incluye fibras de colageno. Se aprecia
que las fibras, que estaban conectadas en la Figura ahora se encuentran mayormente
desvinculadas, y no se observan muchas fibras completas. Ademés, se identifica la ausencia
de células en la muestra, lo que evidencia que es una matriz acelular, ocasionando un cambio
evidente en la estructura de la dermis debido a la falta de células en la matriz.
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Figura 37: Histologia de piel de tilapia como matriz acelular. A. Secciéon de muestra de método 3
con corte de 5 pum observada con magnificacién de x100. B. Seccién de muestra de método 3 con
corte de 5 pm observada con magnificacién de x100.
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cAPiTULO 9

Discusién

Durante la ejecucion de este proyecto se logro establecer el flujo de trabajo necesario para
obtener pieles de tilapia y esterlizarlas con el fin de preservar las propiedades biologicas de
las pieles y prevenir el crecimiento de bacterias y patégenos. Se probarén 3 metodos distintos
de esterilizacion y aunque todos cumplieron el propoésito fundamental de esterilizar las pieles
y remover patogenos, cada uno caus6é cambios distintivos en las pieles a nivel celular como
se pudo observar por medio de anélisis histologico.

La tilapia es un pez abundante en Guatemala y adqurirlo es extremadamente facil, sobre
todo las pieles que son tipicamente desechadas luego de que la carne del pez es obtenida.
Estas pieles, tienden a estar altamente contaminadas debido a que las bacterias y hongos
crecen rapidamente en ellas luego de que el pez muere. Esto estd claramente evidenciado
en las pruebas de colutivos bacterianos en pieles sin esterilizar (Figura donde se puede
observar un crecimiento bacteriano en los cuatro medios de cultivo evaluados. En la Figura
(A y B) se puede confirmar un gran crecimiento bacteriano en el Agar Sangre de car-
nero 5%, en el caso de este cultivo, se encuentran bacterias Gram positivas, especialmente
Staphylococcus y Streptococcus [59]. El Staphylococcus es una bacteria que puede causar in-
fecciones casi en cualquier parte de cuerpo y puede propagarse por el contacto directo con
algiin objeto o piel que lo contenga. Esta bacteria puede ingresar al cuerpo a través de una
herida en la piel y generalmente permanece en la piel como una infeccién menor, pero puede
propagarse a mayor profundidad afectando la sangre, huesos o articulaciones |60]. Ademés,
el Streptococcus es una de las bacterias que se pueden confirmar cominmente en cultivos de
tilapia a nivel mundial, causando mortalidad y pérdidas econoémicas [61].

Por otro lado, también se pudo confirmar el crecimiento de colonias bacterianas en el
cultivo de Agar MacConkey como se observa en la Figura (C). En la placa petri conta-
minada se puede observar poco crecimiento de las colonias, sin embargo, estas representan
presencia de bacterias Gram negativas y son perjudiciales para la salud, entre ellas que se
puede mencionar Escherichia coli y Salmonella [62].
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En el caso del Agar Chromocult se identifico una presencia mayor de colonia de bacterias
(Figura (15[ D). En este medio de cultivo se pueden observar bacterias como Enterococcus
faecalis, Escherichia coli y otros uropatégenos, también es posible observar enterobacterias
presentes en la muestra [63]. Debido a que tanto este medio de cultivo como el Agar Mac-
Conkey pueden identificar algunas de las bacterias en comin como lo es el Escherichia coli,
se puede confirmar que si hay una presencia significativa de colonias de bacterias en las
muestras de control no esterilizadas.

En la Figura (E) se puede observar la placa petri del medio de cultivo Agar Plate
Count, mediante esta placa fue posible llevar a cabo un recuento total de 141 colonias de
bacterias, es importante resaltar que en este medio de cultivo no se aislan bacterias Gram
negativo o positivo ya que se tienen bacterias de cualquier tipo mientras sean aerébicas
mesofilas [64].

Después de llevar a cabo el proceso de esterilizacion correspondientes a banos en Etanol
al 70 %, no se observo crecimiento bacteriano en ninguna de las muestras de medio de cultivo.
Esto se debe a que los alcoholes acttian reduciendo la tension superficial de la membrana
celular de las bacterias, desnaturalizando proteinas y consecuentemente destruyendo las
células bacterianas que pueden estar presentes en la muestra |65]. Posteriormente, después
de una semana de realizado el método 1 de esterilizacion, si se observ) el crecimiento de una
colonia de bacteria en la muestra de ASC sangre de carnero 5% (Figura, sin embargo, las
bacterias Gram negativas a diferencia de las bacterias Gram positivas no tienen la tendencia
a formar esporas, por lo que el crecimiento de esta bacteria después de una semana de
esterilizacién no es tan significante si no se obtuvieron més colonias en los demés medios de
cultivo que también pudieran tener crecimiento del mismo tipo de bacterias.

En el caso del método 2 de esterilizacién mediante el uso de autoclave tampoco se obtuvo
ningin crecimiento de colonias de bacterias como se observa en la Figura tampoco tu-
vieron ningin crecimiento bacteriano después de 1 semana de esterilizacion (Figura . Se
obtuvo un resultado positivo ya que el autoclave debido a sus altas temperaturas y cambios
de presiones es capaz de llevar a cabo un proceso donde se destruyen los microorganismos
presentes en la muestra mediante la coagulaciéon irreversible y la desnaturalizacién de en-
zimas y proteinas estructurales, ademés, la presencia de humedad afecta significativamente
la temperatura de coagulacién de las proteinas y la temperatura a la que se destruyen los
microorganismos presentes [66].

Por ultimo, el método correspondiente a la matriz acelular de esterilizacién quimica
no mostré ningtn crecimiento bacteriano en las muestras de los cuatro medios de cultivo
evaluados, tanto inicialmente como después de 1 semana (Figuray. Este método es un
poco mas complejo ya que se utilizaron diferentes soluciones capaces de alterar la estructura
y funcion de las células bacterianas como el bicarbonato de sodio, hidréxido de sodio, cloruro
de sodio y peréxido de hidrogeno. El bicarbonato de sodio en este contexto puede neutralizar
posibles acidos y reducir la acidez de las muestras, algunas bacterias pueden ser sensibles a
los cambios de pH y pueden ser eliminadas con esta solucién. En el caso del hidréxido de sodio
(NaOH) 0.1M, al ser una sustancia altamente alcalina y céustica es capaz de desnaturalizar
proteinas y romper las membranas celulares de las bacterias, este paso es muy eficaz ya que
hace que la muestra de piel de tilapia sea una matriz acelular. Los lavados con la solucién de
PBS 0.01M se utilizaron principalmente para eliminar residuos entre cada uno de los cambios
de soluciones y mantener un equilibrio en el pH de la muestra. Por tltimo, el peréxido de
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hidrogeno (H202) al ser un desinfectante oxidativo, pudo ser efectivo para oxidar y danar
aun més las células bacterianas y microorganismos presentes. En general, utilizando cada
uno de estos pasos fue posible desnaturalizar proteina, romper membranas celulares, alterar
el equilibrio del pH y ademas, proporcionar condiciones para eliminar los microorganismos
para obtener una esterilizaciéon efectiva, como se observé en los resultados.

Mediante la observacién con el estereoscopio fue posible observar los cambios en las
muestras de piel de tilapia, asi como también del control. En la muestra de control donde
no se aplicé ningan tratamiento, la piel de tilapia se mantuvo en su estado natural, es decir,
igual que en su obtencién (Figura. Es importante mencionar que en esta muestra la piel
se observa hidratada debido a la presencia de agua en su matriz.

Al igual que en la prueba de control, la estereoscopia realizada en la muestra del método
1 (bafios en Etanol 70 %) mostrdé que la piel no tuvo cambios significativos en su estructura,
manteniendo el mismo color y transparencia que en la muestra de control (Figura . Sin
embargo, el alcohol es un solvente que puede deshidratar y desnaturalizar las proteinas
presentes en la muestra, por lo que si pudieron haber cambios significativos si se realizan
banos con una concentracién mas alta o bien de mayor tiempo de duracién.

Por otro lado, si se pudieron observar cambios en la estructura de la muestra después de
realizar el método de esterilizacién utilizando el autoclave. El cambio que tuvo la muestra
después del autoclave (Figura se debe directamente al efecto del calor y la presion del
autoclave, se alcanz6 una temperatura de 120°C la cual desnaturaliza las proteinas como se
mencioné anteriormente, ademés este efecto puede afectar su estructura tridimensional ya
que la proteinas es un componente esencial de los tejidos biolégicos, por lo que su ausencia
cambia la apariencia y propiedades de la piel de tilapia. También es importante mencionar
que la presion que alcanzd la muestra en el autoclave (15 atmosferas de presion), afecta
también la textura de la piel. Ambos componentes, tanto el calor como la presiéon pueden
disminuir los pigmentos naturales que se encuentran en la muestra de piel y por ello se obser-
va una piel méas transparente y con ausencia de agua, es decir, mas deshidratada comparada
con el control.

Por ultimo, se observé mediante la estereoscopia la estructura de la muestra sometida
al método de esterilizacion 3 (matriz acelular) . Principalmente se observé un cambio en
el color de la piel ya que justamente después de agregar el peréxido de hidrogeno (H203)
cambi6 de color gris/negro a un color amarillo con blanco. Si bien el peroxido de hidrogeno es
una sustancia que tiene un efecto antibacteriano, también es un agente oxidante potente que
puede causar combustiéon cuando entra en contacto con materia orgénica y puede volverse
amarillo debido a la formacion de peroxido de hidrégeno estabilizado [67].

Al comparar los resultados obtenidos de las muestras histolégicas procesadas con Etanol
70 % se pudo identificar que hubo un efecto minimo en la morfologia dérmica Este efecto
podria atribuirse por el efecto deshidratante del Etanol ya que este agente extrae el agua
presente en las células y componentes extracelulares. La deshidrataciéon afecta directamente
a las células ocasionando la contraccién celular y cambios en la arquitectura del tejido,
las fibras de colageno pueden ser sensibles a la deshidrataciéon ya que pueden contraerse y
deformarse |68]. Es por eso por lo que en la Figura [25[las fibras pueden observarse un poco
menos organizadas que en las de la Figura[I§ donde sf tienen un patrén de morfologia mas
establecido.
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Con respecto a el analisis histologico de las muestras de Autoclave se pudo observar un
cambio mas significativo en la estructura incluyendo burbujas y perforaciones en el tejido.
Estos cambios pueden ser el resultado de la presién y temperaturas extremas, en el caso del
coldgeno al ser una proteina estructural de triple hélice clave en los tejidos conectivos posee
enlaces sensibles a altas temperaturas y alteran la estructura del colageno [69]. Si bien el
Etanol actta deshidratando el tejido, la autoclave somete las muestras a calor hiamedo y
presion, lo que puede tener un impacto mayor y afectar directamente la estructura molecular
de las proteinas. Sin embargo, es esencial tener en cuenta que, a pesar de una degradacion
potencial, algunas partes del tejido todavia pueden mantenerse como se observa en la Figura

(B).

Ademas, cuando se realiz6 la conversion de la piel de tilapia a matriz acelular se provoco
una reorganizacion significativa de las fibras de colageno. Las fibras de coldgeno son proteinas
fibrosas secretadas por células del tejido conectivo, como los fibroblastos (misculo liso en
los vasos), por lo que la ausencia de estas células también provoca una desvinculacion de las
fibras, pero a su vez indica una matriz acelular exitosa |70|. Estas matrices son utiles como
biomateriales y han sido utilizados con éxito en diversas areas de la medicina y odontologia
con el propésito de reconstruir tejido afectado, ya que es un tejido rico en fibras de coldgeno
tipo I y III, con resistencia a la humedad y estructura similar a la piel humana |71].

Es fundamental destacar que los resultados relacionados con la matriz acelular corro-
boran hallazgos de investigaciones anteriores, donde no se observo crecimiento bacteriano
posterior a la formacion de la matriz acelular. No obstante, en este estudio, para confirmar
la ausencia de posibles bacterias contaminantes, las muestras fueron sometidas a radioeste-
rilizacion [10]. Cabe senalar que otros estudios respaldan la viabilidad de una esterilizacion
quimica efectiva mediante el uso de compuestos alternativos, como las nanoparticulas de
plata. En investigaciones previas, se demostrdé que este enfoque previene por completo el
crecimiento microbiano, y no se observé ningtin cambio en el contenido de colédgeno incluso
después de someterlo a diferentes tiempos de esterilizacion con dicho compuesto [11].

Si bien este es el primer paso para obtener pieles de tilapia estériles para aplicaciones
en quemaduras, no fue posible realizar pruebas de biocompatibilidad en las que se esperaria
tener resultados positivos. Este es un estudio que abre las puertas a més investigaciones
en el amplio campo de la ingenieria de tejidos en Guatemala para promover més el uso de
nuevas emergentes, econdmicas y necesarias para la situacién médica en el pais.
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capituLo 10

Conclusiones

= Los apositos de piel de tilapia fueron sometidos a diferentes métodos de esteriliza-
ci6n incluyendo etanol, autoclave y matriz acelular. Ninguno de los métodos presentd
un crecimiento bacteriano significativo inmediatamente después del procedimiento ni
durante el periodo de una semana y un mes posterior. Estos resultados indican la
efectividad de los métodos de esterilizaciéon empleados para mantener la integridad
bacteriana de los apoésitos de piel de tilapia a lo largo del tiempo si se mantienen en
condiciones adecuadas.

= Los apositos de piel de tilapia esterilizados por diferentes métodos sufrieron cambios
de tincién de color en la composicién quimica de la piel. A diferencia de el método de
etanol 70 %, que presenté cambios menores en la estructura superficial de la piel sin
afectar su morfologia.

= Kl analisis estereoscopico permitié la identificacién precisa de los cambios estructu-
rales que sufren los apdésitos a base de piel de tilapia sometidos a cada método de
esterilizacion. Ademas, se observaron modificaciones en la morfologia de la piel, espe-
cialmente al utilizar el método de autoclave, destacando la sensibilidad de la piel a las
condiciones de esterilizacion de altas presiones y temperaturas.

= Se identificaron mediante un analisis histologico alteraciones significativas en la es-
tructura de las fibras de coldgeno de las muestras de piel procesdas. Los resultados
revelaron una desorganizacion en las muestras tratadas con etanol presentando ligeras
rupturas en las fibras, en autoclave mostré presencia de burbujas y perforaciones en los
maéargenes de la muestra y el método de matriz aceular present6 las fibras de colageno
sin un patrén especifico, a diferencia de las muestras de control.
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capiTuLo 11

Recomendaciones

Realizar experimentos adicionales duplicando o triplicando cada método de esteriliza-
cion. Ampliar la muestra utilizando pieles de tilapia provenientes de diferentes lagunas
para evaluar posibles variaciones en los resultados. Esto permitird una evaluacién més
robusta de las diferencias entre los métodos y una comprensiéon mas completa de su
eficacia.

Ampliar la investigacién y aplicacion de métodos de esterilizaciéon, tanto quimicos como
radiolégicos, para comparar el crecimiento bacteriano y la influencia en la estructura
de las pieles de tilapia. Explorar nuevas técnicas permitira identificar métodos més
eficientes y seguros, mejorando la calidad y esterilidad de los apositos.

Realizar una prueba de analisis a largo plazo de hasta un ano con intérvalos de ve-
rificacién de 3 meses para identificar cuanto es el tiempo limite antes de tener un
crecimiento bacteriano o perder propiedades beneficiosas como integridad de las fibras
de colageno, una vez que las pieles se encuentren cerradas estérilmente al vacio.

Adicionalmente, se sugiere expandir el proyecto con pruebas in vitro, en particular
pruebas de citotoxicidad. Estas pruebas se realizaran utilizando lineas celulares de
fibroblastos, como NIH/3T3, para simular el entorno dérmico y evaluar respuestas
especificas. Ademas, establecer un périodo de prueba especifico para comprender la
respuesta a corto y mediano plazo, y por ultimo cuantificar la citotoxicidad mediante
ensatos especificos como la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) cuando se tiene
un ambiente celular.

Se recomienda la utilizacién de un adaptador de teléfono para microscopio con el
proposito de fijar el ocular y la camara, asegurando una fotografia més estable y
optimizando la resolucién de las imégenes histolégicas para una evaluaciéon digital més
detallada y precisa, especialmente para utilizar software especializado como Qupath.
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