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Resumen

El érgano mas grande del cuerpo humano es la piel, la cual es esencial para mantener
la salud. Segin la OMS, las quemaduras causan aproximadamente 180,000 muertes anuales,
lo que destaca la necesidad de tratamientos eficaces. Por esto el objetivo de este proyecto
es generar una solucién innovadora con el fin de tratar quemaduras utilizando colageno
extraido de la piel de tilapia. El colageno de tilapia presenta una estructura similar a la del
coladgeno humano, lo que lo hace més biocompatible y menos susceptible a la contaminacién,
a diferencia del colageno de bovinos y porcinos. Utilizar la piel de tilapia, un subproducto
de la acuicultura, también contribuye a la sostenibilidad al reducir el desperdicio.

Este proyecto se enfoca en generar una solucién vanguardista para el tratamiento de
quemaduras que beneficien a los pacientes en entornos médicos. El colageno, conocido por
su capacidad para cicatrizar y ser biocompatible, es esencial para la fabricacién de apdsitos.
Por ende, se ofrece una futura alternativa viable a las fuentes tradicionales de colageno, y
asi se generard un impacto significativo en el campo médico. Este proyecto se divide en tres
fases. La primera etapa se enfocard en la preparacién de la piel de tilapia. La segunda, en
la extraccion del colageno de la piel tratada mediante proceso enzimatico. Finalmente, la
tercera etapa consiste en la realizacién de pruebas especificas para verificar la presencia de
colageno y evaluar la biocompatibilidad del mismo. Se utilizaran células 1929 y LAN-1 para
evaluar la biocompatibilidad del coldgeno extraido mediante pruebas con azul de metileno
y ensayo de MTT.
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Abstract

The largest organ in the human body is the skin, which is essential for maintaining health.
According to the WHO, burns cause approximately 180,000 deaths annually, highlighting
the need for effective treatments. Therefore, the objective of this project is to generate an
innovative solution to treat burns using collagen extracted from tilapia skin. Tilapia collagen
has a structure similar to human collagen, making it more biocompatible and less susceptible
to contamination compared to bovine and porcine collagen. Using tilapia skin, a by-product
of aquaculture, also contributes to sustainability by reducing waste.

This project focuses on developing an advanced solution for burn treatment that benefits
patients in medical settings. Collagen, known for its healing capabilities and biocompatibility,
is essential in the manufacturing of wound dressings. Thus, a viable future alternative to
traditional collagen sources is offered, aiming to make a significant impact in the medical
field. This project is divided into three phases. The first stage will focus on the preparation
of tilapia skin. The second phase will focus on the extraction of collagen from the treated
skin through an enzymatic process. Finally, the third phase consists of performing specific
tests to verify the presence of collagen and evaluate its biocompatibility. 1L929 and LAN-1
cells will be used to assess the biocompatibility of the extracted collagen through methylene
blue and MTT assay tests.



CAPITULO 1

Introduccién

El colageno es considerado como una proteina de vital importancia en el organismo hu-
mano, frecuentada en el A&mbito biomédico debido a sus caracteristicas biocompatibles, bio-
degradables y su habilidad para fomentar la regeneracion de tejidos. El coldgeno proveniente
de animales ha sido el principal recurso para usos en la ingenieria de tejidos, produccién de
apoésitos y otras aplicaciones terapéuticas. No obstante, las inquietudes acerca de patologias
zoondticas, obstaculos culturales y limitaciones éticas han motivado la exploracién de fuentes
alternativas de colageno. En estas circunstancias, el coldgeno procedente del mar, especial-
mente el obtenido de la piel de peces, se ha vuelto una alternativa con gran potencial debido
a su reducido riesgo de contagio de enfermedades, su abundancia y su facil adquisicion.

La tilapia es una especie comunmente cultivada en diversas partes del mundo, cuyo pro-
cesamiento genera grandes cantidades de residuos, especialmente de piel. Este subproducto,
que tradicionalmente es desechado o destinado a usos de bajo valor, es una fuente rica en
colageno que podria ser aprovechada para aplicaciones biomédicas. La extraccién y purifica-
cién de colageno a partir de la piel de tilapia no sélo representa una oportunidad para reducir
los desechos en la industria acuicola, sino que también ofrece una alternativa sostenible y
accesible para el desarrollo de biomateriales.

Por ende, dicho trabajo de investigacién se enfoca en la purificacién y caracterizaciéon
del colageno extraido de la piel de tilapia, empleando técnicas quimicas con el fin de obtener
una muestra de alto grado de pureza que se adecte para diversas aplicaciones biomédicas.
Se busca optimizar el proceso de extraccion, eliminando proteinas no colagenosas y lipidos
que podrian afectar la estabilidad y funcionalidad del colageno. Ademas, se realizan anélisis
estructurales y de estabilidad para evaluar la viabilidad del col4geno obtenido en aplicaciones
como la ingenierfa de tejidos y la cicatrizacién de heridas. Por medio de este estudio, se espera
contribuir a la literatura existente sobre fuentes alternativas de coldgeno y sentar las bases
para investigaciones futuras en el desarrollo de biomateriales a partir de subproductos de
origen marino.



CAPITULO 2

Antecedentes

La piel, el 6rgano més grande del cuerpo humano, juega un papel fundamental en la pro-
teccion de la salud y el bienestar. No obstante, cuando se supera esa barrera y se obstaculiza
el proceso de curacidén, es crucial restablecer la proteccion antes de que surjan complicaciones
crénicas que puedan ser perjudiciales para la salud. Por lo que, antes de las donaciones de
piel, es crucial realizar tratamientos como limpieza de la herida, eliminacién de tejido ne-
crotico y uso de apositos oclusivos para proteger la piel. Ademaés, las heridas pueden afectar
partes importantes del cuerpo, lo que dificulta el tratamiento cuando no hay suficiente piel
donada [1], |2]. Segan la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las quemaduras causan
aproximadamente 180,000 muertes al afno en paises en desarrollo. Las quemaduras graves
causan desvitalizacion del tejido, exudados y proliferacién de microorganismos, lo que hace
crucial el uso de terapia humeda con apositos oclusivos [3].

La Sociedad Internacional de Lesiones por Quemaduras (ISBI) [4] define a las quemadu-
ras como lesiones en la piel provocadas por traumatismos térmicos que pueden permitir que
los patogenos ingresen al cuerpo |4]. Ademas, es importante recordar que la eleccion de los
apoésitos correctos es crucial. Estos deben seleccionarse en funcién de cada lesién en especi-
fico, teniendo en cuenta su efectividad curativa, facilidad de uso, costo y comodidad para el
paciente. Los apésitos deben elegirse segiin las necesidades especificas de cada quemadura,
ya que protegen contra infecciones, absorben exudados y facilitan la cicatrizacion.

Debido a su capacidad para estimular la formacién de tejido de granulacion, promover
la migracién celular, prevenir infecciones y mantener un ambiente humedo que favorece la
cicatrizacion, el colageno se utiliza en apdsitos para la curacion de heridas [4]. Por ello, el co-
lageno utilizado en apdsitos se obtiene actualmente de fuentes animales; uno de los métodos
més comunes para obtener colageno es el curtido del cuero |5]. El proceso implica la extrac-
cién de colageno animal a partir de pieles de vacas, cerdos o peces mediante tratamientos
mecanicos y quimicos para eliminar impurezas y producir una matriz rica en colédgeno. Sin
embargo, el uso de coldgeno animal en apdsitos para heridas presenta la desventaja del ries-
go de desencadenar reacciones alérgicas y transmitir enfermedades zoondticas en entornos
clinicos [5].



Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente, el coligeno extraido de la piel de
pescado puede tener una estructura molecular mas similar a la de la piel humana, lo que lo
hace adecuado para aplicaciones en heridas cutaneas. La disponibilidad de col4dgeno de origen
animal ha permitido el desarrollo de una amplia variedad de apésitos para el tratamiento de
heridas y quemaduras, incluyendo apésitos de coldgeno puro, apdsitos combinados con otros
materiales como alginato de calcio o quitosano, y apdsitos con propiedades antimicrobianas
[6].

Por ende, gracias a su alto contenido de colageno y su capacidad de adherirse a los tejidos
cutaneos, la piel de tilapia ha surgido como una alternativa prometedora en el tratamiento
de quemaduras [3|. Esto lo convierte en una opcion més segura que otros animales terrestres.
Para abordar estas lesiones de manera mas efectiva y especifica, considerando su impacto
en la calidad de vida y los costos sanitarios, es necesario desarrollar apésitos activos que
mejoren la atencion avanzada de quemaduras [7].



CAPITULO 3

Justificacién

Debido a su biocompatibilidad innata, biodegradabilidad y funcionalidades innovadoras,
el uso de biomateriales de origen natural y sus multiples beneficios han despertado un gran
interés [8]. El colageno es uno de los biomateriales mas reconocidos que ha demostrado ser un
producto esencial para una variedad de aplicaciones, tales como las cosméticas, alimentarias,
biomédicas y farmacéuticas [9]. El colageno derivado de fuentes de mamiferos se utiliza
con mayor frecuencia en la administracién de medicamentos, la administraciéon de genes,
el tratamiento de heridas, matrices fundamentales para el cultivo celular [10], ingenieria de
tejidos como sustitutos 6seos, reemplazo de valvulas y vasos sanguineos artificiales |10],[11].

La protefna animal més abundante es el coladgeno, el cual representa aproximadamente
el 25-30 por ciento de todas las protefnas de los organismos animales. Este es reconocido por
ser un componente esencial que se encuentra en los tejidos conectivos del cuerpo, siendo estos
los misculos, los dientes, los huesos y la piel. No obstante, se concentra mayoritariamente
en la piel y los tejidos relacionados con los huesos. Las principales fuentes de coldgeno son
los bovinos y los porcinos, que también se consideran las mejores fuentes debido a su alta
homologia de secuencia con el coldgeno humano [12].

Cabe mencionar que la extraccion de colageno se realiza principalmente a partir de
desechos bovinos, asi como de piel, huesos y cartilago de cerdos; sin embargo, existen desafios
asociados con estas fuentes de colidgeno convencionales. Por ello, se han realizado diversos
estudios con el fin de evaluar la eficacia del colageno de pescados utilizando las pieles de peces
[13]. Aunque el colageno proviene principalmente de los animales, es importante tener en
cuenta que el colageno de origen animal también presenta riesgos, esto debido a la posible
transmisién de enfermedades a través de la sangre, como la encefalopatia espongiforme
bovina, la fiebre aftosa, la tembladera caprina y otras zoonosis |13], [14],[15].

En este sentido, el coldgeno extraido de la piel de tilapia se presenta como una alternativa
atractiva que satisface las necesidades del mercado y aborda los problemas ambientales en
el sector de las piscifactorias [13]. Lo cual se vuelve una ventaja significativa dado que uno
de los peces de agua dulce y salada que se cultivan con mayor frecuencia en todo el mundo,
especialmente en areas tropicales y subtropicales, es la tilapia [16]. Sin embargo, a pesar



de que la industria de piscifactoria ha crecido significativamente, la produccién de filetes de
pescado genera una variedad de desperdicios, tales como la piel, huesos, escamas, visceras y
cabezas |15]. Es importante tomar en cuenta que la piel, que se considera rica en colageno,
representa aproximadamente el 30 por ciento de todos los desperdicios.

Aunque la piel del pescado es un subproducto de la industria procesadora, esta se des-
carta como desperdicio o se utiliza para fines de importancia limitada. Como resultado, la
extraccién de colageno se convierte en una opcién rentable. Debido a que la piel de los pe-
ces de tilapia es comin y facil de obtener, la producciéon de la misma es menos costosa en
comparacion con otras fuentes de colageno tales como la piel de bovino [10].

Por ende, el aprovechamiento de subproductos como la piel de tilapia para la extraccion
de colageno promueve la sostenibilidad al utilizar recursos que de otro modo se descartarian
e incrementarian el desperdicio en la industria pesquera [12]. Por ello, es importante recalcar
que el uso de vendajes para quemaduras hechos de materiales biodegradables y renovables
también promueven pricticas ambientalmente amigables y ayuda a reducir la huella ecolégica
de los tratamientos meédicos [17]. Es importante tomar en cuenta que la similitud quimica del
colageno de tilapia con el coldgeno humano ayuda a reducir el riesgo de reacciones adversas
o rechazo inmunolégico cuando se aplica al cuerpo humano.

Asimismo, el coldgeno es una proteina esencial para la estructura y funcion de la piel,
asi como también su presencia en apositos y/o vendajes ayuda a mejorar la cicatrizacion de
heridas. Se ha demostrado que el colidgeno de tilapia posee propiedades bioactivas, incluida
la capacidad de estimular la proliferacion celular y la sintesis de matriz extracelular, lo que
fomenta la formacion de nuevo tejido y la regeneracion de la piel después de quemaduras.
Ademas, el colageno de tilapia también se integra mejor en la piel gracias a la similitud
estructural, lo que ayuda a promover una mejor respuesta regenerativa y una cicatrizacion
més rapida de las quemaduras [10].

Se ha demostrado en estudios clinicos que el uso de vendajes de colageno, incluidos
los derivados de la piel de tilapia, son capaces de acelerar significativamente el proceso de
cicatrizacién en quemaduras de diferentes grados. Por ende, la promocion de la migracion,
proliferaciéon celular y la capacidad del coldgeno para mantener un ambiente humedo y
protegido en la herida ayudan a una recuperacién més rapida y reducen las complicaciones
como las infecciones [12].

Por otro lado, el coldgeno es un polimero natural que se utiliza en productos farma-
céuticos y suplementos debido a su alta capacidad para promover la curacién. Cuando una
instalacién médica no posee acceso a injertos, el tratamiento convencional es la utilizacién
de gasas y vendas que deben ser reemplazados cada dos dias, lo que causa un gran dolor y
molestia al paciente. En el caso de los injertos de piel de Tilapia, solo se debe reemplazar
cada diez dias y en la mayoria de los casos, no es necesario cambiar la piel. Su increible
capacidad para retener la humedad mucho mas tiempo que cualquier otro apdsito no solo
mantiene la herida sellada por maés tiempo, sino que también reduce el dolor y el sufrimiento
de los pacientes |L3],|15].

En comparacion con el coldgeno obtenido de fuentes animales como el ganado o los cerdos,
la piel de tilapia como fuente de colageno tiene un riesgo menor de contaminacién microbiana
y enfermedades zoonoéticas. Esto es particularmente importante en las instalaciones médicas,



donde la seguridad y la prevencién de infecciones son esenciales para el tratamiento de
quemaduras y otras lesiones cutaneas |14]. Por ende, el consumo de colageno de fuentes
marinas puede ser una alternativa segura para los consumidores con el fin de abordar dichos
problemas de salud [15].



cAPITULO 4

Objetivos

4.1. Objetivo general

Extraer y analizar colageno de la piel de tilapia para evaluar ensayos de biocompatibilidad
que podrian ser utilizados para aplicaciones de cicatrizaciones de heridas.

4.2. Objetivos especificos

= Aiglar el colageno perteneciente a la piel de tilapia mediante el método de extraccidon
enzimatica con enzimas proteoliticas.

= Caracterizar la morfologia del colageno extraido de la piel de tilapia mediante una
extraccion enzimatica.

= J|Examinar la distribuciéon morfologica de las células 1929 y LAN-1 y la estructura
fibrilar del coldgeno utilizando técnicas de observacién microscépica.

= Evaluar la biocompatibilidad del coldgeno utilizando células 1929 vy LAN-1 mediante
el método MTT Assay y Azul de Metileno.



CAPITULO B

Alcance

El proposito principal de este estudio es desarrollar y caracterizar un proceso de purifi-
cacion de coladgeno obtenido de la piel de tilapia, valorando su posible uso en biomedicina,
particularmente en la ingenieria de tejidos y en la cicatrizacion de heridas. Se lleva a cabo
a través de tratamientos quimicos con NaOH y 4cido acético, con el objetivo de eliminar
proteinas no colagenosas y lipidos, optimizando de esta manera la pureza y estabilidad es-
tructural del colageno adquirido.

Aunque se emplea un protocolo estandarizado para la purificacién y caracterizacion de
colageno, los procedimientos y materiales utilizados no son necesariamente los mas adecua-
dos para conseguir un producto totalmente exento de impurezas, lo que podria afectar la
reaccion final del coldgeno en usos clinicos. En esta etapa, la labor se restringe a realizar
evaluaciones iniciales del material en un ambiente controlado de laboratorio, lo que implica
que los resultados logrados no constituyen un coldgeno preparado para su uso y aplicaciéon
en seres humanos.

Debido que dicho proyecto se encuentra en una etapa inicial de desarrollo, no se utilizan
métodos sofisticados tales como la bioimpresion o los cultivos celulares complejos para valorar
la biocompatibilidad del coldgeno en usos particulares. Los reactivos y materiales empleados
se escogen por su accesibilidad y compatibilidad con los equipos de laboratorio existentes,
dando igualmente prioridad a su coste reducido y facilidad de manejo. Esto significa que
los estudios de viabilidad celular y estabilidad estructural se llevan a cabo bajo condiciones
reguladas y no en modelos que se puedan aplicar directamente en tejidos humanos.

La bibliografia relacionada con la obtencion de coldgeno de especies piscicolas para usos
biomédicos es escasa, lo que supone un reto al contrastar los hallazgos alcanzados con inves-
tigaciones anteriores en otras especies. Al estimar los gastos y el tiempo necesario para la
extraccion y descripciéon del coldgeno, es crucial tener en cuenta que este estudio constituye
una etapa inicial en un proyecto de mayor magnitud, que podria incorporar en el futuro
ensayos de biocompatibilidad en modelos animales y la mejora del proceso de purificacion
para conseguir un producto de calidad biomédica.



CAPITULO ©

Marco tedrico

6.1. Quemaduras

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), una quemadura es un dafio
en la piel u otro tejido organico causado por calor, radiacién, radioctividad, electricidad,
friccién o contacto con sustancias quimicas. Este tipo de dafio puede generar ampollas debido
a la temperatura elevada, que destruye las células de la piel y otros tejidos a través de
diferentes mecanismos [18].

La gravedad de las quemaduras varfa considerablemente y puede estar influenciada por
patologias preexistentes en el paciente, las cuales afectan el resultado clinico. A medida
que aumenta el area afectada por la quemadura, también incrementan las tasas de morbili-
dad y mortalidad. Por lo tanto, una clasificacién precisa de la quemadura es esencial para
determinar el tratamiento adecuado y mejorar el pronostico del paciente [19].

Cuando la piel es expuesta a altas temperaturas, se produce una desnaturalizacion de las
proteinas que resulta en necrosis coagulativa. Alrededor de la lesion, los vasos sanguineos se
contraen, y el tejido circundante, conocido como "zona de estasis"puede deteriorarse si no se
aplica un tratamiento adecuado. Este tejido alrededor de la zona de estasis suele inflamarse
y presentar hiperemia [20], [21].

A nivel local, se pueden identificar tres zonas con distintos grados de afectacién:

1. Zona necrotica: es la mas afectada, donde se observa la desaparicién completa de la
red vascular capilar [22].

2. Zona de estasis: es una regién intermedia caracterizada por la dilataciéon de la red
capilar; si no se trata adecuadamente, puede formarse trombosis [22].

3. Zona hiperémica: es la zona mas superficial, donde la epidermis presenta inflamacioén,
y la dermis permanece intacta [22].



6.1.1. Tipos de quemaduras en la piel

Para clasificar las quemaduras y determinar su gravedad y pronostico, es fundamental
evaluar la profundidad, la extension y la localizacién de la quemadura . Las quemaduras
se dividen en tres grados: primer, segundo y tercer grado.

Tal y como se observa en la Figura[l] las quemaduras de primer grado, también conocidas
como quemaduras superficiales, son las mas leves, ya que sélo afectan la epidermis, la capa
més externa de la piel . Este tipo de quemaduras suele sanar entre 3 y 5 dias sin dejar
cicatrices significativas. Las quemaduras de segundo grado afectan tanto la epidermis como
la dermis, la capa subyacente. Estas quemaduras suelen ser dolorosas y pueden provocar in-
flamacion y ampollas. En general, requieren un manejo cuidadoso para prevenir infecciones y
facilitar una recuperacion adecuada. Las quemaduras de tercer grado, también denominadas
quemaduras de espesor total, atraviesan completamente la epidermis y la dermis, afectando
los tejidos mas profundos. Estas lesiones suelen requerir injertos de piel para sanar, ya que
no se curan por si solas debido a la extensién del dano . Ademsis, las quemaduras de
tercer grado no son dolorosas, ya que las terminaciones nerviosas en el area afectada han
sido destruidas, lo que impide la percepcién del dolor y la regeneracién de las mismas .

Quemadura de
primer grado _

Quemadura de
tercer grado -

Figura 1: Tipos de quemaduras \\

6.1.2. Tratamientos de quemaduras de piel

El tratamiento de las quemaduras varia segln la causa y la gravedad de la lesion. Todas
las quemaduras deben mantenerse limpias y de acuerdo con la severidad, es necesario aplicar
vendajes o apoésitos apropiados. Un aspecto fundamental es el control del dolor, ya que un
manejo inadecuado puede interferir con el proceso de curacion de la herida [25].

Los tratamientos se adaptan al tipo de quemadura:

1. Primer grado: las quemaduras de primer grado requieren enfriamiento inmediato con
agua fria para reducir el calor en el drea afectada. Posteriormente, se recomienda aplicar
una crema antibiotica y cubrir la zona con una gasa esterilizada para protegerla [25].
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2. Segundo grado: para las quemaduras de segundo grado, es ideal utilizar una crema
antibiética que contenga plata, ya que la plata tiene propiedades antimicrobianas que
ayudan a prevenir infecciones. Ademaés, se recomienda mantener elevada el area afec-
tada para reducir la inflamacion y el dolor [25].

3. Tercer grado: las quemaduras de tercer grado son graves y pueden poner en riesgo la
vida del paciente. Estas lesiones requieren atencién médica inmediata y, a menudo, es
necesario administrar liquidos por via intravenosa para mantener la estabilidad de la
presién arterial y prevenir la deshidrataciéon. En algunos casos, puede requerirse un
injerto de piel debido al dafio profundo [25].

6.2. Apésitos

Los apositos se adhieren a las heridas con el fin de protegerlas de infecciones y prevenir
futuras lesiones. Existen apodsitos de diversas formas y tipos, cada uno con diferentes propo-
sitos, no obstante, su objetivo primordial es mantener y crear siempre un ambiente hiimedo
para fomentar el continuo crecimiento de células, facilitando el proceso de curacion [26].

6.2.1. Historia de apo6sitos

El ser humano ha intentado curar sus heridas desde la antigiiedad y algunas de las
técnicas y terapias utilizadas han perdurado a lo largo de los siglos |27]. Muchos de los
materiales que conocemos hoy en dia para el tratamiento de heridas han surgido a partir de
diversos conflictos y descubrimientos historicos. La gasa, por ejemplo, es un producto que
se utiliza desde el siglo V a.C. Su retirada puede ser dolorosa, ya que los tejidos se adhieren
a la herida al secarse sobre el lecho [26].

Durante mucho tiempo, desde la época de Hipécrates hasta 1962, se creia que la cura
seca ayudaba a cicatrizar las heridas. Sin embargo, en 1962, George D. Winter realizé un
estudio en cerdos en el cual comparé el proceso de cicatrizaciéon entre heridas sin apésito y
heridas cubiertas con polietileno (PE) en un ambiente hamedo, oclusivo. Winter descubrio
que las heridas en un entorno humedo regeneraban epitelio més rapido que las heridas secas
y que aquellas cubiertas con polietileno (PE) cicatrizaban el doble de rapido que las que no
llevaban apdsito [28].

A partir de estos hallazgos, el enfoque comercial de los apositos ha priorizado mantener
un ambiente himedo y un control adecuado del exudado. Durante la Primera y Segunda
Guerra Mundial, se desarroll6 el primer apdsito no adhesivo de doble capa: una capa de
gasa impregnada con parafina y otra capa adicional para absorber el exudado. Los apédsitos
modernos siguen manteniendo esta estructura de doble capa para optimizar la curacion de
las heridas

6.2.2. Tipos de ap6ésitos

Existen diversos tipos de ap6sitos, con caracteristicas y aplicaciones para la cicatrizacién:
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1. Biocompatibilidad: la capacidad de interactuar con el organismo sin causar efectos
adversos. Un biomaterial biocompatible permite una integracién sin dafiar los tejidos
circundantes y promueve una respuesta favorable [29].

2. Respuesta del organismo: esta propiedad se centra en cémo el cuerpo reacciona al
material, que rara vez es completamente inerte. La interaccién depende del tiempo
y el propodsito del material implantado, lo cual debe evaluarse para evitar reacciones
inmunologicas no deseadas [29].

3. Toxicidad: los biomateriales deben ser disefiados para no liberar sustancias téxicas al
organismo. La toxicidad puede comprometer otros érganos o sistemas, por lo que es
crucial que el material implantado esté libre de agentes que puedan provocar toxicidad
a corto o largo plazo [29].

4. Propiedades mecanicas: dependiendo de la aplicacién, un biomaterial debe tener pro-
piedades mecdanicas especificas, como resistencia a la traccién, elasticidad y durabili-
dad, que le permitan soportar el uso y adaptarse a las fuerzas del cuerpo humano [29|

6.2.3. Tipos de vendajes

Existen cinco tipos principales de vendajes, utilizados para diversas aplicaciones:

1. Vendaje circular: consiste en dar una vuelta completa de la venda sobre sf misma. Es
utilizado principalmente para asegurar apositos en su lugar [30)].

2. Vendaje en espiral: la venda rodea la extremidad de forma continua desde la parte
inferior hasta la zona deseada. Este vendaje se aplica a menudo en brazos y piernas
[30].

3. Vendaje inverso: se dobla la venda sobre si misma en cada vuelta, lo cual permite una
mayor sujecion. Es ideal para zonas donde se necesita mas firmeza [30].

4. Vendaje cruzado en 8: comtnmente utilizado en articulaciones. El vendaje se aplica
formando un patréon en forma de ocho, proporcionando estabilidad sin restringir el
movimiento [30].

5. Vendaje recurrente: este tipo de vendaje se utiliza para proteger dreas como la cabeza
y fijar apésitos en heridas complejas. Se aplica cubriendo la zona con varias capas,
asegurando la proteccion [30].

En la biisqueda de opciones efectivas para el tratamiento de heridas y quemaduras, la
combinaciéon de vendajes avanzados y biomateriales ha ganado protagonismo en el &mbito
meédico. Los vendajes tradicionales han evolucionado, integrando biomateriales que ofrecen
ventajas adicionales, como la promocién de la cicatrizacién acelerada, la proteccién contra
infecciones y una mejor interaccién con el tejido lesionado. Los biomateriales, al ser disena-
dos especificamente para integrarse con los tejidos humanos sin causar reacciones adversas,
permiten desarrollar vendajes que no sélo protegen, sino que también participan activamente
en el proceso de regeneracién. De esta manera, el uso de biomateriales en el disefio de ven-
dajes representa una solucién innovadora y efectiva en el tratamiento de heridas complejas,
mejorando la calidad de vida de los pacientes |30].
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6.3. Biomateriales

Los biomateriales son materiales disefiados para interactuar con sistemas biolégicos y
pueden ser naturales o sintéticos. Son utilizados para mejorar, reemplazar o apoyar fun-
ciones corporales, incluyendo tejidos y érganos. Estos materiales deben ser seguros para el
paciente y estar fabricados con estdndares de biocompatibilidad [31], [32].

Por lo que, en cuanto a sus propiedades, para su uso en medicina, los biomateriales deben
cumplir con ciertas caracteristicas clave:

1. Biocompatibilidad: la capacidad de interactuar con el organismo sin causar efectos
adversos. Un biomaterial biocompatible permite una integracion sin datiar los tejidos
circundantes y promueve una respuesta favorable [33].

2. Respuesta del organismo: esta propiedad se centra en cémo el cuerpo reacciona al
material, que rara vez es completamente inerte. La interacciéon depende del tiempo
y el proposito del material implantado, lo cual debe evaluarse para evitar reacciones
inmunologicas no deseadas [33].

3. Toxicidad: los biomateriales deben ser disenados para no liberar sustancias téxicas al
organismo. La toxicidad puede comprometer otros érganos o sistemas, por lo que es
crucial que el material implantado esté libre de agentes que puedan provocar toxicidad
a corto o largo plazo [33].

4. Propiedades mecanicas: dependiendo de la aplicacién, un biomaterial debe tener pro-
piedades mecdanicas especificas, como resistencia a la tracciéon, elasticidad y durabili-
dad, que le permitan soportar el uso y adaptarse a las fuerzas del cuerpo humano [33|

6.3.1. Relacionados a quemaduras

1. Quitosano: este biomaterial bioldgico se compone de polisacaridos distribuidos aleato-
riamente de B-(1-4) D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina, derivado de la desace-
tilacién de la quitina, el segundo polisacarido més comun en la naturaleza. Su perfil
incluye caracteristicas biodegradables, biocompatibles y antimicrobianas, propiedades
que lo hacen ideal para la creacién de biomateriales destinados a la regeneracion de
tejidos [34]. Ademas, el quitosano es beneficioso para la proliferacion celular y la orga-
nizacién histoldgica del tejido. Su capacidad para bloquear las terminaciones nerviosas
y facilitar la coagulacion sanguinea natural ayuda a reducir el dolor del paciente [35].

2. Alginato: este polimero se usa ampliamente en aplicaciones biomédicas, como apositos
para heridas, andamios, materiales de impresién dental y quirdrgica. Se considera
economico y biocompatible [35]. mantiene un ambiente fisiologicamente himedo con
infecciones bacterianas minimas y puede absorber el exceso de liquidos de las heridas
[36]. Estas propiedades convierten a los vendajes de alginato en una opcién util para
la proteccion de heridas de piel |35].

3. Gelatina: es uno de los polimeros naturales més utilizados en la medicina y la indus-
tria farmacéutica. Su efectividad estd bien documentada en el campo de la medicina
regenerativa. Debido a su capacidad para fomentar la adhesion, proliferacién y propa-
gacién celular, la gelatina ha mostrado eficacia en la cicatrizacién de heridas y se usa
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ampliamente en ingenieria de tejidos [37].

6.4. Colageno: origen y propiedades

El coldgeno, debido a sus caracteristicas estructurales y su abundancia en el organismo,
juega un papel fundamental en la medicina regenerativa y en la ingenierfa de tejidos. Su
composicion y propiedades fisicoquimicas le otorgan una alta capacidad de integracion y
biocompatibilidad, lo que lo convierte en un biomaterial esencial en aplicaciones biomédicas
|38]

Representa aproximadamente el 30 por ciento de las proteinas totales y constituye el
componente principal de los tejidos conectivos, como la piel, los musculos, los huesos, los
tendones y los ligamentos. También se encuentra en los vasos sanguineos, el revestimiento in-
testinal y otros organos [39]. Debido a su papel esencial en la matriz extracelular, el colageno
influye significativamente en las caracter{sticas mecéanicas, estructurales y organizativas de
los tejidos, aportando a la firmeza y elasticidad de estructuras como la piel y el cartilago |38].

Por otro lado, el coldgeno se destaca como uno de los biomateriales més beneficiosos
en aplicaciones médicas. Su biocompatibilidad y baja inmunogenicidad lo convierten en un
polimero ideal para productos biomédicos, incluyendo cosméticos y farmacos |38|. Esto lo
ha llevado a ser ampliamente estudiado y utilizado en una variedad de productos, como se
observa en su alta eficacia para la regeneracion de tejidos y reparacion de heridas [39).

¢ | & ¢ M 7
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(1("191:;?1? ado Tendones Piel Cartilago Arterias Pulmén Higado
90% 80-90% 50-70% 50-70% 10-25% 10% 4%

Figura 2: Porcentaje aproximado de coldgeno en diferentes tejidos del cuerpo [39]

6.4.1. Tipos de colageno

La superfamilia de proteinas del colageno es un componente principal de las matrices
extracelulares de los organismos. Dentro de esta, los colagenos IV, XV y XVIII son algunos
de los tipos que se encuentran en los invertebrados. Por otro lado, en los vertebrados se han
identificado aproximadamente 28 variedades de colageno. Estas se clasifican segin la com-
posicion de su cadena alfa, aunque existen cinco tipos de colageno que son los mas comunes
y ampliamente estudiados [40].

El colageno tipo I es el més prevalente, abarcando mas del 90 por ciento del colageno
total en el cuerpo humano. Este tipo se encuentra en la mayoria de los tejidos conectivos
[41]. El colageno tipo II es abundante en la matriz del cartilago y se relaciona con varias
enfermedades, como las displasias esqueléticas, la artritis reumatoide (AR) y la osteoartritis
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(OA) [12] ., [42|. A su vez, el colageno tipo III estd vinculado a problemas vasculares [43].

El colageno tipo IV se encuentra predominantemente en la membrana basal, y es funda-
mental en la estructura de dicha membrana. Este tipo de colageno se asocia con el sindrome
de Alport, una enfermedad renal cronica que puede resultar de mutaciones en el colageno
tipo IV. Ademas, este tipo de coldgeno es el mas antiguo desde el punto de vista evolutivo,
segin estudios realizados en animales no bilaterales [41]. Finalmente, el colageno tipo V se
localiza en la matriz intersticial, los musculos, los pulmones, el higado y la placenta [40].
Este colageno trabaja en conjunto con el colageno tipo I en areas como la piel y los tendones
[43].
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Figura 3: Porcentaje aproximado de colageno en diferentes tejidos del cuerpo |42]

6.4.2. Fuente del colageno

Actualmente, es posible obtener coldgeno a partir de diversas fuentes naturales, como
animales y vegetales, o mediante sistemas de produccién de protefnas recombinantes, que
incluyen bacterias, levaduras, insectos, plantas, células de mamiferos o fibrillas artificiales.
Entre las fuentes animales, se destacan el colageno humano, bovino, porcino y de origen
marino, siendo estos ultimos tipos de coldgeno de mayor aplicacion en la industria [44] |38].

El colageno porcino, por ejemplo, se utiliza en tratamientos para la osteoporosis debido a
su similitud con el coldgeno humano y a que en pocas ocasiones provoca reacciones alérgicas.
También se extrae colageno tipo I de ovejas para la ingenierfa de tejidos y la creaciéon de
andamios [44].

En cuanto a la comparacion de las fuentes de coldgeno, el coldgeno marino presenta ven-
tajas dnicas frente a otros tipos, como un alto rendimiento y un riesgo bajo de transmision
de enfermedades. Ademaés, sus cadenas de aminoacidos son més pequenas, lo cual facilita su
absorcion en comparacion con el colageno de mamiferos 38| [45]. No obstante, este tipo de
colageno tiene una resistencia térmica menor, lo que limita su aplicacién en ambientes con
temperaturas mas altas [45] [3§].
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Cuadro 1: Fuente de coldgeno y el tipo de colageno predominante [47]

Fuente de colageno Tipos de colageno predominantes
Colageno bovino (piel) Tipo Iy III
Colageno porcino (piel) Tipo Ty III
Colageno de pescado (piel, escamas) Tipo I predominante
Colageno de pollo (cartilago esternal) Tipo 11
Colageno de cartilago bovino o porcino Tipo II

Los tipos més comunes en suplementos alimenticios son el colageno tipo I, tipo Il y tipo
III. Cada fuente de colageno, como se observa en la tabla a continuaciéon, contribuye predo-
minantemente con uno o mas tipos especificos de coldgeno, utilizados tanto en suplementos
como en productos cosméticos |38|.

6.4.3. Uso y aplicaciones del colageno

El colageno se considera como una proteina versatil en el cuerpo dado a que posee una
amplia gama de usos en una variedad de industrias. Dicha proteina ha jugado un papel im-
portante en la industria cosmética, ya que se utiliza para mejorar la apariencia de la piel y
combatir los signos del envejecimiento. Esto debido a que se ha comprobado que las fibras de
colageno se van danando con el paso del tiempo, perdiendo grosor y resistencia lo que se ha
relacionado fuertemente con los fenémenos de envejecimiento cutaneo, por ende, la industria
cosmeética ha incorporado el coldgeno en diversos productos para el bienestar del usuario [46].

Asimismo, el coldgeno es utilizado en grandes cantidades en la industria alimentaria,
funcionando como gelificante y estabilizante en numerosos productos [46]. El colageno tam-
bién es utilizado en la industria textil con el fin de dar a las fibras y tejidos propiedades
dnicas, mientras que en el sector farmacéutico juega un papel importante en la creacién de
medicamentos y dispositivos médicos.

El colageno, especialmente cuando se extrae de fuentes como la piel de tilapia, ha de-
mostrado ser altamente beneficioso en el tratamiento de quemaduras debido a su biocompa-
tibilidad y su capacidad de promover la regeneracién de tejido dérmico. En el contexto de
cuidado de heridas, el coldgeno acttia como andamio que facilita la migracién celular, lo cual
es crucial para la reparaciéon de la piel danada. Los apésitos de colageno pueden mantener
un ambiente hiimedo que previene la desecacion del tejido y reduce el riesgo de infeccién,
favoreciendo asi la cicatrizacion. Esta propiedad es especialmente 1til en quemaduras, donde
el tejido estd comprometido y requiere un ambiente controlado que permita la regeneraciéon
sin interferencias externas [46].

Actualmente, el colageno puede obtenerse a partir de diversas fuentes animales y mari-
nas. El coldgeno de pescado, especialmente de la piel de tilapia, es una opcién popular debido
a su sostenibilidad y menor impacto ambiental. Este coldgeno, ademds de ser accesible pa-
ra individuos con restricciones religiosas o dietéticas, presenta una alta biocompatibilidad
y bajo riesgo inmunolégico, lo cual lo convierte en un biomaterial ideal para apoésitos en
quemaduras. La industria pesquera de Guatemala, rica en producciéon de tilapia, tiene el
potencial de aprovechar este recurso como subproducto, contribuyendo a una economia cir-
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cular y reduciendo los desechos ambientales [47].

Los apositos de coldgeno de tilapia, al ser aplicados en quemaduras, mantienen un am-
biente humedo que favorece la cicatrizacion, reduce el dolor y minimiza las infecciones. Este
uso no solo ayuda a mejorar la calidad de vida de los pacientes sino que también optimiza
el uso de recursos naturales, fortaleciendo la sostenibilidad en la industria pesquera de Gua-
temala [48)].
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CAPITULO [

Metodologia

7.1. Aislamiento de colageno soluble en pepsina (PSC) a par-
tir de piel de tilapia

Para la extraccion del colageno soluble en pepsina (PSC) (Merck, Alemania), la sustancia
no disuelta obtenida del acido, se recurri6 a la extraccién de colageno soluble (ASC) para
una extraccién adicional, empleando 2 voliumenes de acido 0.5 M el cual contiene 1.5 por
ciento (p/v) de pepsina, durante 30 horas a 4 °C, con agitacién constante. Los extractos
fueron centrifugados a 1500x g durante 30 minutos a 4 °C, para que luego los sobrenadantes
fueran separados. Los desechos se extrajeron nuevamente con acido acético 0.5 M, el cual
poseia un 1.5 por ciento (p/v) pepsina, durante 12 horas antes de ser centrifugados a 1500xg
durante 30 minutos a 4 °C. Los dos sobrenadantes se fusionaron y se afiadi6 NaCl con el
objetivo de eliminar la sal hasta que la concentracion final del sobrenadante llegd a 0.7 M,
lo que permitié la formacién de precipitaciones. Finalmente, la muestra del coldgeno fue
liofilizada utilizando un liofilizador (Pro Freeze Dryer, Harvest Right, Utah, USA).

7.2. Caracterizaciéon de colageno

Para determinar el contenido de coldgeno en las muestras, estas fueron hidrolizadas en
acido clorhidrico y posteriormente neutralizadas con NaOH. Una alicuota de la soluciéon
se someti6é a una reacciéon quimica utilizando p-dimetilaminobenzaldehido. La absorbancia
de las muestras se midié a 560 nm mediante espectrofotometria, utilizando una curva de
calibraciéon basada en concentraciones diversas de hidroxiprolina (100, 50, 10 y 1 ug/ml).
Finalmente, el contenido de colageno se calculé multiplicando la cantidad de hidroxiprolina
por un factor de conversiéon establecido segiin la norma técnica colombiana NTC 3750, siendo
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este de 7.46.

7.3. Descongelaciéon de lineas celulares L929 y LAN-1

Para establecer la biocompatibilidad del colageno liofilizado adquirido de la piel de tila-
pia, se llevaron a cabo ensayos in vitro con las lineas celulares 1.929 y LAN-1. Para lograrlo,
se descongelaron las dos lineas celulares, liberandolas de sus viales de criopreservacion (F-
0926, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y las ubicaron en un bano de agua a 37 °C,
asegurando un descongelado rapido y regulado. Luego, las células fueron transferidas a un
tubo conteniendo medio de cultivo DMEM (Sigma-Aldrich, F0926), enriquecido con suero fe-
tal de bovino (10 por ciento FBS) y antibidticos (1 por ciento de penicilina/estreptomicina).
Finalmente, se resuspendieron las células en medio fresco y se trasladaron a placas de cultivo
para su incubacién subsiguiente.

7.4. Conteo celular

Antes de realizar el conteo celular, fue necesario tripsinizar las células para desprenderlas
del flask. Para ello, se retir6 el medio DMEM de los flasks y se agregd6 4 ml de tripsina
previamente calentada a 37 °C. Las células se incubaron durante 10 minutos a 37 °C con 5
por ciento de CO. A los 5 minutos, se revisé el desprendimiento celular y, posteriormente, se
recolectaron las células en un tubo conico, el cual se centrifugd a 1000 rpm a 25 °C durante
10 minutos para eliminar residuos de tripsina y otros componentes.

Para el conteo, se utilizé azul de tripano para tenir las células. Una alicuota de la sus-
pensién celular fue colocada en la cadmara de Neubauer. Durante el conteo, se registr6 el
ntumero de células presentes en un volumen definido de la cdmara, y con esta informacién
se calcul6 la concentracién celular en la suspension. Este resultado permitié determinar la
cantidad total de células presentes en el volumen de la suspensién recolectada mediante:

Células

Células totales = Concentracion celular (—

=y, ) * Volumen Total (ml)

Figura 4: Formula para conteo celular

La cantidad de células a sembrar en los pocillos se ajustd en funcion del niimero calculado.
FEl objetivo era alcanzar la densidad deseada en cada pocillo. Para esto, se calculé el volumen
de suspension celular necesario para obtener la cantidad especifica de células por pocillo
utilizando:

Células requeridas por pocillo

Volumen de suspensién celular (ml) = Células
Concentracion celular (T)

Figura 5: Férmula para conteo celular
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Cada pocillo recibi6 el volumen calculado de la suspensién celular, complementado con
medio DMEM para completar un volumen total de 1 ml por pocillo.

7.5. Prueba para evaluar la viabilidad celular metil tiazol te-
trazolio (MTT)

Se realizaron diferentes diluciones de colageno con PBS (OmniPur, Calbiochem, Merck
Millipore) para obtener concentraciones de trabajo de 1, 10, 50 y 100 g/ml. Se agrego el
colageno en sus distintas concentraciones en 8 placas de 96 pocillos redondos (BIOFLOAT,
faCellitate, Merck KGaA) Las placas se incubaron a 4 °C por 24 horas con el objetivo de
garantizar la adhesién del coldgeno en el interior de los pocillos. Después de la incubacién,
se sembro 5x104 células/mL por pocillo de las lineas celulares 1929 (4 placas) y LAN-1 (4
placas). La incubacion se llevo a cabo a 37 °C en un ambiente regulado con un 5 por ciento
de CO2 durante 48 horas.

Tras 24 horas de incubacién, se realizaron fotograffas de las células utilizando un mi-
croscopio invertido (AE31E Motic) para registrar y examinar potenciales interacciones con
el colageno de tilapia. A las 48 horas después de la siembra de células, se llevé a cabo el
ensayo del método de reduccion de metil tiazol tetrazolio (MTT), una prueba colorimétrica
que mide la viabilidad de las células basandose en la actividad mitocondrial. Este estudio
consiste en transformar MTT (un compuesto tetrazolio) en formazan, lo que produce una
coloracién purptrea en células viables.

Para el experimento de MTT, se extrajo el medio de cultivo de cada pocillo y se agregd
una soluciéon de MTT en PBS (0.5 mg/mL), manteniendo las placas en incubacion durante
4 horas. Después de la incubacion, se retird la solucion de MTT y se agregdé DMSO (100
g/mL por pocillo) con el objetivo de solubilizar el formazan. Se cuantifico la absorbancia
a 570 nm en un lector de microplacas (Elx800, BioTek Instruments, Agilent Technologies),
lo que permitié examinar el impacto de las diferentes concentraciones de colageno (1, 10,
50 y 100 g/mL) en las dos lineas celulares. Los hallazgos se contrastaron con los pocillos
de control sin colageno con el objetivo de establecer la biocompatibilidad y seguridad del
colageno obtenido de la piel tilapia. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software
GraphPad Prism versién 10.4.0, con el cual se generaron graficas de desviacién estandar
para observar la viabilidad celular de ambas lineas celulares y comparar los resultados con
los pocillos de control sin colageno.

Finalmente, se incorporaron dos placas extra de 24 pocillos con las mismas concentra-
ciones de colageno (1, 10, 50 y 100 g/mL) y se plantaron las lineas celulares, asignando una
placa a cada linea (1.929 y LAN-1). A las 24 horas de incubacion, se registré la forma de las
células para estudiar los impactos de las distintas concentraciones de coldgeno en cada linea
celular.
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CAPITULO 8

Resultados

8.1. Aislamiento de colageno soluble en acido (ASC) y, poste-
riormente, en pepsina (PSC)

Con el objetivo de evaluar la biocompatibilidad del coldgeno derivado de piel de tilapia
en cocultivos con las lineas celulares de fibroblastos .929 y neuroblastoma LAN-1 se realizo
un proceso de aislamiento con &cido y pepsina. Para este procedimiento se pes6 52.68 gramos
de piel de tilapia y se siguié el procedimiento de Hukmi y Sarbon (2018) [49|. Luego del
proceso de aislamiento y de liofilizacion se obtuvo un total de 0.00821 gramos y una eficiencia
del extracto de 0.0156 por ciento (Cuadro 1). Esto sugiere que s6lo una minima fraccién del
colageno fue recuperada, indicando que el método puede requerir optimizacion para mejorar
el rendimiento en futuras aplicaciones biomédicas.

Cuadro 2: Resultados del proceso de extraccion de colageno de piel de tilapia

Peso de la piel de tilapia (Gramos) | Peso de la piel de tilapia después de liofilizacién (Gramos) | Eficiencia (%)
52.68 0.00821 0.0156

8.2. Caracterizaciéon de colageno

El objetivo de este andlisis fue cuantificar el contenido de coldgeno en una muestra me-
diante el cilculo del contenido de hidroxiprolina, siguiendo el método descrito en la Norma
Técnica Colombiana NTC 3750 (ICONTEC, 1995), que establece que el contenido de cola-
geno es equivalente al contenido de hidroxiprolina multiplicado por un factor de 7.46. Para
este proposito, se generd una curva de calibracién utilizando soluciones estandar de hidroxi-
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prolina en un rango de concentracion de 1 a 5 pg/mkL, y se midio la absorbancia a 560 nm.
En la Figura 1, se presenta la curva de calibracién obtenida, con la ecuacién linealizada y
= 0.007x + 0.0335 y un coeficiente de determinacion R? = 0.9791, lo cual indica un alto
grado de ajuste entre los valores experimentales y el modelo lineal. Este alto R? confirma
que el método tiene una buena precisiéon para fines cuantitativos, aunque posibles desviacio-
nes menores pueden deberse a variaciones instrumentales o experimentales. Utilizando esta
ecuacion, se determiné la concentracién de hidroxiprolina en las muestras analizadas. Por
ejemplo, para una absorbancia promedio medida de 0.007, el valor de concentraciéon de hi-
droxiprolina obtenido fue 0.0191 pg/mL, calculado al despejar x en la ecuaciéon de regresion
lineal. Posteriormente, el contenido de coladgeno se estimé multiplicando esta concentracion
por el factor de conversion de 7.46, resultando en 0.142 pg/mL.
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Concentracién Hidroxiprolina (pug/mL)

Figura 6: Curva de calibracion utilizada para calcular la concentracion de hidroxiprolina en muestras
de colageno

8.3. Evaluacién de la biocompatibilidad del colageno derivado
de piel de tilapia con las lineas celulares LL929 y LAN-1

Luego de aislar el colageno derivado de piel de tilapia se procedié a realizar un ensayo
de biocompatibilidad con la linea celular 1.929 y LAN-1. Brevemente, se sembro coldgeno en
diferentes concentraciones (100 ng/ml, 50 ng/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml) en una placa de cultivo
celular y se co-cultivaron células durante cinco semanas. Se observé que ambas lineas celula-
res pudieron adherirse y proliferar luego de sembrarse encima del coldgeno. En 24 horas de
incubacion (Figura [7]), se observo una distribucion homogénea de células y una forma regu-
lar. Sin embargo, existen diferencias entre la confluencia observada para las concentraciones
de 10 ug/ml y 1 ug/ml.
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Figura 7: Linea celular L929 después de 24 horas de incubacion en colageno. A) Control celular. B)
Concentraciéon de 100 ug/ml de colageno. C) Concentracion de 50 ug/ml de coldgeno. D) Concen-
tracion de 10 ug/ml de colageno. E) Concentracion de 1 ug/ml de colégeno

Nota: (A) 100 ml de medio DMEM +2.10 ml de células L929, (B) 100 ug/ml de colageno
+ 2.4 ml de PBS + 2.10 ml de células 1929, (C) 50 ug/ml de colageno + 2.4 ml de PBS +
2.10 ml de células L929, (D) 10 ug/ml de colageno + 2.4 ml de PBS + 2.10 ml de células
L929, (E) 1 ug/ml de colageno + 2.4 ml de PBS + 2.10 ml de células 1.929.
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Figura 8: Linea celular LAN-1 después de 24 horas de incubacion en colageno. A) Control celular.
B) Concentracion de 100 ug/mL de colageno. C) Concentracion de 50 ug/mL de colageno. D)
Concentracion de 10 ug/ml de colageno. E) Concentracion de 1 g/ml de colageno

Nota: (A) 100 ml de medio DMEM +4.55 ml de células LAN-1, (B) 100 ug/ml de
colageno + 2.4 ml de PBS + 4.55 ml de células LAN-1, (C) 50 ug/ml de colageno + 2.4 ml
de PBS + 4.55 ml de células LAN-1, (D) 10 ug/ml de colageno + 2.4 ml de PBS + 4.55 ml
de células 1,929, (E) 1 ug/ml de coldgeno + 2.4 ml de PBS + 4.55 ml de células LAN-I.

Para la linea celular LAN-1 se observo una menor proliferacion a las 24 horas con respecto
a la linea celular 1.929 (Figura [7) utilizando los mismos conteos celulares. A pesar qué las
células si pudieron adherirse se observa una menor confluencia entre 30 por ciento a 5
por ciento (Figura [8). En concentraciones elevadas de colageno (100 ug/ml y 50 ug/ml) se
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puede observar menor proliferacién celular (Figura, ) Por ende, es posible determinar
que la linea LAN-1 mostr6 una proliferacion y confluencia méas baja, lo que senala una
reducida adhesiéon y expansion celular en contraste con la linea 1.929. Adicionalmente, a
altas concentraciones de colageno, ambas lineas celulares experimentaron una reduccién en la
proliferacion, lo que indica que un nivel de coldgeno excesivo podria restringir el crecimiento
celular.

Seguidamente, se evalué la viabilidad celular de los co-cultivos mediante a una prueba
de MTT. Los co-cultivos de la linea celular 1,929 y el colageno aislado de la piel de tilapia
afectaron la viabilidad celular (Figura@. Se observa qué a mayor concentracién, se observa
una disminucién significativa entre 30-40 por ciento de la viabilidad celular, especialmente
para las concentraciones de 100 y 50 pg/mL de colageno en comparaciéon con el control.
Esto sugiere que estas altas concentraciones de coldgeno aislado de piel de tilapia con la
metodologia utilizada pueden ser toxicas para las células 1929, afectando negativamente su
supervivencia. Sin embargo, a las concentraciones de 10 y 1 pg/mkL, la viabilidad celular se
mantiene similar al control, indicando que estas concentraciones son bien toleradas por las
células.
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Figura 9: Desviacion estandar de la viabilidad de la linea celular 1929 segiin las concentraciones de
colageno después de realizar el ensayo MTT

Nota: Los niveles de significancia se representan como: (NS) No Significativo; * p < 0.05
(Significativo); ** p < 0.01 (Muy Significativo); *** p < 0.001 (Altamente Significativo). Se
utilizé un valor de p de 0.05 en un andlisis de dos colas.
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En la Figura[I0] se observa un comportamiento similar en los los cocultivos de la linea
celular LAN-1 con el coladgeno similar a la linea 1.929, en donde el coldgeno extraido de la
piel de tilapia también influyé sobre la viabilidad celular dependiendo de su concentracién.
A niveles altos de colageno, 100 ug/ml. 50 g/m y 10 ug/ml, se observa una disminucién
significativa de hasta 60 por ciento en la viabilidad celular con respecto al control, lo que
indica un potencial impacto citotoxico de estos niveles en las células LAN-1. No obstante,
en niveles de 10 y 1 g/mL de colageno, la viabilidad celular de las células LAN-1 se observa
una disminucién del 20 por ciento con respecto al control al control, lo que sugiere que
estas concentraciones inferiores son bien toleradas y no impactan de manera negativa en la
supervivencia celular.
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Figura 10: Desviaciéon estandar de la viabilidad de la linea celular LAN-1 segun las concentraciones
de colageno después de realizar el ensayo MTT

Nota: los niveles de significancia se representan como (NS) no significativo; * p < 0.05
(significativo); ** p < 0.01 (muy significativo); *** p < 0.001 (altamente significativo). Se
utiliz6 un valor de p de 0.05 en un analisis de dos colas.
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8.4. Evaluacién de la morfologia celular de las lineas L929 y
LAN-1 en cocultivos con diferentes concentraciones de
colageno

Con el objetivo de evaluar el impacto de diferentes concentraciones de colageno derivado
de piel de tilapia sobre la morfologia de la linea celular 1929 y LAN-1 se procedi6é a hacer
una evaluacién utilizando un microscopio invertido a los 5 dias de cocultivo con colageno
extraido de la piel de tilapia. Especificamente, se queria determinar si existian diferencias en
la morfologia celular al variar en la concentracion influye.. En condiciones de control, sin la
adicién de colageno, las células L929 exhibieron una morfologia caracteristica de fibroblastos,
con forma alargada y fusiforme (Figura ) Se observo un monocapa celular bien adherida
al sustrato, con escaso espacio intercelular y nucleos ovalados en el centro de las células. En
cocultivos con 100 pg/mL de coldgeno (Figura )7 las células mostraron una tendencia a
agruparse en camulos méas compactos en comparaciéon con el control. La forma celular se
mantuvo alargada, pero se observé una disminuciéon en la extensién de los procesos celulares.
En 50 pg/mL de colageno (Figura [L1f), las células presentaron una morfologia similar a la
observada en el control, con células alargadas y bien adheridas al sustrato. Sin embargo, se
observa un ligero aumento en el tamano celular en comparaciéon con el grupo control. En
concentracion de 10 pg/mL (Figura ) de colageno, las células mantuvieron una morfologia
similar a la del control, con células alargadas y bien adheridas. No se observaron cambios
significativos en comparacion con el grupo control. Finalmente, a la concentracién més baja
de colageno, 1 pg/mL de colageno, las células mostraron una morfologia mas redondeada
y menos adherida al sustrato en comparacién con el control (Figura ) Se observé un
aumento en el espacio intercelular y una disminucién en la extensién de los procesos celulares.

Estos resultados sugieren que la concentraciéon de colageno en el medio de cultivo tiene
un impacto sobre la morfologia de las células 1.929, y apoya lo observado en el ensayo de
MTT. A mayor concentracién de colageno (100 pg/mL) promueve la formacion de ctamulos
celulares y una disminucién en la extensiéon de los procesos celulares, lo que podria indicar
una mayor adhesién entre las células y una menor interacciéon con el sustrato. Por otro lado,
la concentraciones intermedias (50 pg/mL y 10 pg/mL) no produjeron cambios drasticos
en la morfologia celular en comparacién con el control, sugiriendo que estas concentracio-
nes podrian ser éptimas para el crecimiento y proliferacion de estas células. Finalmente, la
concentracion més baja de coldgeno (1 pg/mkL) resulté en una morfologia celular mas redon-
deada y menos adherida, lo que podria indicar condiciones subéptimas para el crecimiento
celular

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de coldgeno
derivado de piel de tilapia sobre la viabilidad de las células 1929 y LAN-1, analizando el
porcentaje de células vivas y muertas en cada condicién utilizando azul de tripano. En la
linea celular LAN-1, el control mostré un 64 por ciento de células vivas frente a un 36
por ciento de células muertas. A 100 pg/ml, hubo una disminucién con un 40 por ciento
de células vivas y un 60 por ciento de muertas, mientras que a 50 pg/ml se observé una
mayor viabilidad, con un 67 por ciento de células vivas y un 33 por ciento de muertas. A
concentraciones més bajas de 10 pg/ml y 1 pg/ml, el porcentaje de células vivas aumento
ligeramente. En cuanto a las células 1,929, el control mostr6 un 83 por ciento de células vivas
frente a un 17 por ciento de muertas. A 100 pg/ml, se observé una decadencia con un 57
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por ciento de células vivas y un 33 por ciento de muertas. Sin embargo, a 50 pg/ml hubo un
notable aumento en el porcentaje de células vivas (66 por ciento) en comparacion con las
muertas (34 por ciento), lo que sugiere un posible efecto citotoxico a concentraciones altas.
A 10 pg/ml y 1 pg/ml, los porcentajes de células vivas fueron del 62 por ciento y 78 por
ciento respectivamente, con menos muertes celulares, indicando que estas concentraciones
bajas favorecen una viabilidad similar al control. En conclusién, los resultados indican que
concentraciones bajas de colageno (1 y 10 pg/ml) son més compatibles con la viabilidad de
ambas lineas celulares, especialmente LAN-1, al reducir el porcentaje de células muertas y
mantener un balance favorable de viabilidad celular.
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Figura 11: Morfologia de linea celular 1.929. A) Control celular. B) Concentraciéon de 100 ug/ml de
colageno. C) Concentracion de 50 ug/ml de coladgeno. D) Concentracion de 10 ug/ml de colégeno.
E) Concentracion de 1 ug/ml de colageno

Asimismo, se evalu6 de igual forma la morfologia de la linea celular LAN-1 en cocultivos
con diferentes concentraciones de colageno (1, 10, 50 y 100 pg/mL) en comparacion con un
control sin colageno. En la figura se observa la morfologia de la linea celular LAN-1 en
donde se observa una forma redondeada ligeramente elongada y la presencia de multiples
neuritas cortas y finas. Las células se observaron adheridas al sustrato y formando pequenos
agregados. Mientras que a concentracion de 100 pg/mL se observo una marcada disminucion
en la cantidad de la estructura similar a neuritas por célula en comparacién con el control
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(Figura [12b). Las células adoptaron una forma mas redondeada y presentaron un aspecto
més compacto. Ademaés, se observo una tendencia a la formacion de agregados celulares mas
grandes y densos. En la concentracién de 50 pg/mL (Figura [[2k) se observé que algunas
células estaban desadheridas y su forma redonda sugieren el inicio de la apoptosis. Siendo
un efecto similar al observado en la concentracion de 100 pg/mL. Las células mostraron una
disminucién en la longitud y nimero de neuritas en comparacién con el control, pero en
menor medida que a la concentracion mas alta. En concentracion de 10 ng/mL (Figura )
la morfologia celular se asemej6 mas al control, con células presentando multiples neuritas y
formando agregados de tamano moderado. Sin embargo, se observé una ligera disminucién en
la longitud de las neuritas en comparaciéon con el control. Finalmente, en concentracién mas
baja de colageno, 1 pg/ml, la morfologia celular fue muy similar al control, sin diferencias
significativas en la forma celular o nimero o longitud de las neuritas (Figura )
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Figura 12: Morfologia de linea celular LAN-1. A) Control celular. B) Concentracion de 100 ug/mL de
colageno. C) Concentracion de 50 ug/mL de coladgeno. D) Concentracion de 10 ug/mL de colégeno.
E) Concentracion de 1 ug/mL de colageno
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capiTuLo 9

Discusién

Las muertes relacionadas a quemaduras han aumentado a nivel mundial, especificamen-
te en paises en vias de desarrollo. Las quemaduras graves causan desvitalizaciéon del tejido,
exudados y proliferaciéon de microorganismos, lo que hace crucial el uso de terapia humeda
con apositos oclusivos. Los apositos deben elegirse segiin las necesidades especificas de cada
quemadura, ya que facilitan la cicatrizacion. El coldgeno se utiliza frecuentemente como apo-
sitos para la curacién de heridas. El coldgeno utilizado en apésitos se obtiene generalmente
de extractos de piel de vacas, cerdos o peces. Sin embargo, el uso de coldgeno animal en
apoésitos para heridas presenta la desventaja del riesgo de desencadenar ciertos riesgos se-
cundarios y su obtencién puede llegar a ser dificil. La piel de tilapia ofrece ser una alternativa
a considerar debido a que su cultivo ha aumentado en paises en vias de desarrollo y la piel
se descarta facilmente. Ademas, se ha evidenciado que existe cierto grado de compatibilidad
con la piel de tilapia y los humanos [50], lo cual hace que sea una alternativa a considerar.

En este estudio se utilizé a la piel de tilapia como fuente de coladgeno. Se trabajé con
una extraccion por medio de dcidos y pepsina propuesto por Hukmi y Sarbon (2018) [49]
para tener un producto méas puro. Esta metodologia se llevé a cabo para eliminar protefnas
no colagenosas y grasas, a manera de aumentar la pureza del coldgeno para su uso en
aplicaciones biomédicas, en donde la biocompatibilidad y estabilidad son criticas [51]. Estos
resultados concuerdan con la observacién que enfatiza la importancia de eliminar proteinas
no colagenosas para incrementar la biocompatibilidad del coldgeno y reducir el riesgo de
reacciones adversas en el organismo, como inflamacion o rechazo [52]. El colageno es una
proteina predominante en los tejidos conectivos, reconocida por su resistencia y flexibilidad,
lo cual la convierte en un biomaterial esencial para aplicaciones médicas [41]. La preservacion
de la triple hélice del coldgeno es fundamental para mantener sus propiedades mecanicas y
su capacidad de formar fibrillas, lo cual es esencial para su funcion en los tejidos conectivos
[41]. Asimismo, la teoria respalda que la eliminacion de proteinas no colagenosas incrementa
la estabilidad térmica y la resistencia del coldgeno, lo cual es fundamental para su uso en
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la ingenierfa de tejidos y la curacién de heridas, donde el coldgeno sirve como matriz que
facilita la adhesion, proliferacion y diferenciacion de células [52], [53]. En la cicatrizacion
de heridas, el colageno purificado crea un entorno propicio para la regeneracion del tejido,
proporcionando proteccién contra infecciones y acelerando la recuperacion, lo que refuerza
su eficacia en aplicaciones biomédicas. En este estudio no evaluamos la presencia de otras
proteinas no colagenosas ni de los residuos de grasa, sin embargo, se pudo haber realizado un
SDS page para evaluar los residuos de estas proteinas [54] y también un analisis para observar
grasas residuales mediante el método de Soxhlet, que es un procedimiento ampliamente
utilizado para la extracciéon de lipidos o grasas de muestras bioldgicas. En este proceso, se
utiliza un disolvente organico, como el éter de petréleo, que disuelve las grasas presentes en
la muestra de colageno. La muestra, previamente secada y pesada, se coloca en una celda de
extraccion, donde el disolvente caliente pasa a través de la muestra, extrayendo las grasas. El
disolvente y las grasas se condensan y regresan al matraz, donde se repite el ciclo varias veces
para garantizar una extracciéon completa. Al finalizar, se evapora el disolvente, dejando solo
las grasas extraidas, las cuales se cuantifican por pesaje. Este procedimiento es efectivo y
permite identificar y cuantificar las grasas residuales, lo que puede ser relevante para evaluar
la pureza del colageno en aplicaciones biomédicas [55].

El uso de acidos en la extraccién pueden alterar la estructura y propiedad del colageno,
especificamente su gelatinizacion. Debido a que en este estudio se utilizo acido acetico se
puede inferir qué pudo haber afectado tanto a proteinas no colagenosas como al colageno,
principalmente en su viscosidad y elasticidad original en el tejido conectivo. Para esto se pudo
haber realizado un ensayo de viscosidad para medir cémo la extracciéon con 4cido influye en
la fluidez del coladgeno, y un ensayo de elasticidad para observar c6mo cambia su capacidad
para recuperar su forma original después de una deformacién. Estos analisis permitirian
cuantificar el impacto de la desnaturalizacion del coldgeno sobre sus propiedades mecénicas.
Un ensayo cominmente utilizado para evaluar la viscosidad y elasticidad del coldgeno es
el anélisis reologia, que mide la respuesta del material a fuerzas aplicadas, proporcionando
informacién sobre su comportamiento bajo estrés [56].

Estudios previos han demostrado que el tratamiento con acidos organicos como el acético
induce la ruptura de los enlaces peptidicos expuestos en la superficie de las fibras de cola-
geno, lo que resulta en una disminucién de la interaccién entre las moléculas de colageno vy,
por consiguiente, en una reduccion de la viscosidad [56|. Ademés de la posible reducciéon de
la viscosidad, podria haberse observado una mejora en la pureza del colageno obtenido. La
eliminacién de las impurezas proteicas no colagenosas, como las elastinas y las glicoproteinas,
podria deberse a la solubilizacién selectiva de estas proteinas en el medio acido. Esta purifica-
cion parcial del colageno se supone que es fundamental para garantizar su biocompatibilidad
y minimizar el riesgo de reacciones inmunoldgicas adversas en aplicaciones biomédicas |41].
Sin embargo, no se cuenta con pruebas directas que respalden que dicha eliminacién ocurra
de manera efectiva. La presencia de impurezas proteicas en el coldgeno podria inducir una
respuesta inflamatoria y afectar negativamente la cicatrizacion de heridas [57]. Para evaluar
este efecto, seria ttil realizar andlisis adicionales, como la caracterizacion de las impurezas
remanentes tras el proceso de extraccién, para obtener evidencia que confirme o refute esta
hipoétesis.

El proceso de aislamiento de colageno soluble en pepsina (PSC) podria haber resultado
en la obtencién de un producto con una estructura colagenosa visible y uniforme. El rendi-
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miento del proceso fue bajo y poco satisfactorio, obteniéndose un total de 0.00821 gramos
de PSC con una eficiencia baja de 0.0156 por ciento, lo que indica una eficiencia baja en
la extraccién, la cual pudo haber sido influenciada por factores como la concentracién in-
suficiente de pepsina, el tiempo de incubacién corto, la temperatura subdptima durante el
proceso o la presencia de impurezas que interfieren con la solubilizacién del coldgeno. En
este estudio se implemento un segundo paso de purificacion utilizando pepsina. La pepsi-
na es una endopeptidasa especifica qué detectalos enlaces peptidicos del lado carboxilo de
los aminoécidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptofano), hidroliza selectivamente las
regiones telopéptidas del coldgeno, incrementando asi su solubilidad en soluciones acidas
[51]. Este aumento en la solubilidad es fundamental para la incorporaciéon del coldgeno en
sistemas biolégicos y para su posterior procesamiento.

El valor obtenido para la concentracién de colageno en las escamas de tilapia, calculado
mediante la ecuacion de regresion lineal, fue de 0.142 g/mL. Este resultado se determiné
multiplicando la concentracion de hidroxiprolina obtenida experimentalmente (0.0191 g/mL)
por el factor de conversion 7.46, establecido en la Norma Técnica Colombiana NTC 3750.
Este factor es ampliamente utilizado para estimar el contenido de coldgeno en tejidos bio-
légicos debido a su relacién comprobada entre la cantidad de hidroxiprolina y el contenido
total de colageno [58]. El valor tedrico de colageno esperado en este caso se encuentra en un
rango aproximado de 0.1 a 0.2 g/mL, de acuerdo con estudios realizados en tejidos simila-
res, como escamas de tilapia y otros tejidos animales [50]. Por lo tanto, el valor obtenido es
coherente con los reportados en la literatura, lo que respalda la validez del procedimiento
experimental y la precisién de los resultados. La correcta aplicacion del método descrito en
la NTC 3750 y el ajuste adecuado de la curva de calibracién con un coeficiente de deter-
minacién R2=0.9791 son elementos clave que aseguran la fiabilidad de los datos obtenidos
entre los experimentales y tebricos. Cabe destacar que otros estudios han reportado rangos
similares al obtenido en este trabajo. Por ejemplo: Lopez et al. (2018) [50| encontraron con-
centraciones de colageno en escamas de pescado de 0.12 a 0.18 g/mL, dependiendo del tipo
de preparacion y purificacion utilizada. Lopez et al. (2008) [59|, en un estudio sobre tejidos
biolégicos, identificaron valores en el rango de 0.1 a 0.25 g/mL para muestras similares a las
utilizadas en este anélisis. En un anélisis de tejidos biologicos no procesados, Ikoma et al.
(2003) [60] reportaron un rango promedio de 0.1 a 0.2 g/mL. El valor obtenido (0.142 g/mL)
se encuentra dentro del rango esperado, lo que demuestra que el procedimiento experimental
fue aplicado correctamente y que la muestra analizada tiene un contenido de colageno que
es representativo de este tipo de tejido. Ademés, el uso del factor de conversion 7.46 ha
demostrado ser un método confiable para la cuantificacién en este tipo de analisis, como lo
han validado estudios mencionados anteriormente [58].

Los cocultivos de lineas celulares con coldgeno mostraron cambios en la morfologfa de las
lineas 1,929 y LAN-1. Las imagenes de microscopia optica (Figura muestran claramente
que las células 1929 cultivadas en presencia de 50 y 10 g/ml de colageno presentan una
morfologia més extendida y una mayor densidad celular en comparaciéon con las células
cultivadas en concentraciones mas altas. Las células se adhieren firmemente al sustrato
y forman una monocapa celular més homogénea, lo que sugiere una mejor viabilidad y
proliferacion. Estos resultados son consistentes con los datos del ensayo MTT y con estudios
previos que han demostrado que una mayor concentracién de colageno proporciona un mayor
nimero de sitios de adhesion para las células, favoreciendo la formacion de focos adhesivos y
la activacion de las vias de senalizacion involucradas en la proliferacion celular. En particular,
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el estudio de Madsen et al. (2014) |61] indicé que las concentraciones intermedias o bajas de
colageno favorecen la adhesion celular y mejoran la formaciéon de una estructura homogénea
en cultivos celulares. De manera similar, en el trabajo de Pham et al. (2015) [62] se observo
que el coldgeno, a concentraciones 6ptimas, promovié la adhesién y migraciéon celular, lo
cual es crucial para procesos como la cicatrizaciéon de heridas. Sin embargo, es importante
considerar la posibilidad de que existan concentraciones éptimas de coldgeno para cada tipo
celular y aplicacién, y que concentraciones excesivamente altas puedan inhibir la movilidad
celular y afectar la diferenciacion [63].

Las micrograffas de las células LAN-1 expuestas a distintas concentraciones de coldgeno
(Figura revelan patrones de crecimiento y morfologia celular sorprendentemente hetero-
géneos. Es particularmente llamativo el contraste entre las células cultivadas en presencia
de 100 g/ml (Figura[[2B) y 1 g/ml (Figura[I2E) de colageno, en comparacién con el control
(Figura ) Las células cultivadas en presencia de 100 g/ml de colageno exhiben un cambio
dréastico en su morfologia, adoptando una forma mas redondeada y circular, con una menor
adhesion al sustrato y una disminucién en la formacién de prolongaciones celulares. Este
fenémeno contrasta marcadamente con las células de control, que presentan una morfologia
més extendida y aplanada, caracteristica de células adheridas y proliferantes. Este cambio
morfolégico sugiere una alteracion en la capacidad de las células LAN-1 para interactuar
con el sustrato de coldgeno a altas concentraciones. En el contexto del neuroblastoma, se
ha observado que estas células pueden no crecer adecuadamente en presencia de coldgeno
debido a la falta de una matriz extracelular que favorezca su proliferacién en el entorno del
sistema nervioso central (SNC). En el SNC, el colageno es escaso comparado con otros teji-
dos, lo que podria interferir con la habilidad de las células del neuroblastoma para adherirse
y proliferar en cultivos tridimensionales o en presencia de altas concentraciones de colageno,
como se ha sugerido en estudios previos sobre la interaccién entre células de neuroblastoma
y la matriz extracelular [63]. Esta limitacién en la interaccion con el coladgeno podria estar
relacionada con el entorno especifico del SNC, que carece de las cantidades adecuadas de
colageno para facilitar el crecimiento celular. Es posible que la alta densidad de fibras de
colageno en este entorno dificulte la formacién de adhesiones focales estables y la reorganiza-
cion del citoesqueleto, lo que a su vez podria inhibir la senalizacién celular necesaria para la
proliferacion y migracion [64]. Por otro lado, las células cultivadas en presencia de 1 g/ml de
colageno también muestran una morfologia alterada en comparacién con el control. En este
caso, las células tienden a agruparse y formar cimulos, sugiriendo una posible disminucién
en la adhesién celular individual. Esta observacién podria estar relacionada con la escasez
de sitios de unién para las integrinas en un entorno con baja concentracién de colageno,
lo que limita la capacidad de las células para establecer contactos focales estables [65]. Los
resultados obtenidos sugieren que tanto el exceso como la escasez de coldgeno pueden tener
efectos adversos sobre la morfologia y comportamiento de las células LAN-1. La concen-
tracién 6ptima de coldgeno para promover una adhesiéon y proliferaciéon celular adecuadas
parece estar en un rango intermedio.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la concentracién de colageno
tiene un efecto significativo sobre la viabilidad de las células L929. Las células expuestas
a concentraciones de 100 g/ml de colageno mostraron una disminucion significativa en su
viabilidad en comparacién con el grupo control. Estos hallazgos sugieren que altas concen-
traciones de coldgeno pueden inducir estrés celular y, eventualmente, la muerte celular con la
metodologia de extraccion utilizada. Este fendmeno ha sido reportado previamente en otros
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estudios y se atribuye a diversos mecanismos, como la generacién de especies reactivas de
oxigeno, la alteracion de la adhesion celular y la disrupcion de la matriz extracelular [65]. Por
otro lado, las células cultivadas en concentraciones méas bajas de coldgeno (50, 10 y 1 g/ml)
mostraron una viabilidad similar al grupo control, indicando que estas concentraciones son
bien toleradas por las células 1.929. Estos resultados sugieren que existe un rango 6ptimo
de concentraciéon de colageno para promover la supervivencia y proliferacion celular. La ca-
pacidad del colageno para modular la viabilidad celular tiene implicaciones importantes en
diversas aplicaciones biomeédicas, como la ingenieria de tejidos y la cicatrizacién de heridas.

Los resultados de evaluacion de morfologia obtenidos (Figura confirman lo observado
en la prueba MTT para la linea celular LAN-1 en donde esta presenta una sensibilidad
diferencial a las distintas concentraciones de colageno en comparaciéon con la linea celular
L929. A una concentracion alta de colageno (100 pg/ml), ambas lineas celulares evidencian
una disminucién significativa en la viabilidad, con una reduccion mas marcada en LAN-1.
A una concentracion intermedia (50 pg/ml), la viabilidad de LAN-1 sigue siendo afectada
significativamente, aunque en menor medida que a 100 pg/mL, mientras que la linea 1,929
experimenta una reducciéon menos pronunciada. En 10 pg/mL de colageno, las células LAN-
1 muestran una disminucién altamente significativa en su viabilidad, mientras que esta
concentracién tiene un impacto menos severo en la linea 1.929. Finalmente, a la concentraciéon
més baja de colageno (1 pg/ml), no se observa una diferencia significativa en la viabilidad
celular de LAN-1, lo cual es consistente con la respuesta observada en 1,929 en esta misma
concentracion. Estos hallazgos sugieren que las células LAN-1 son mas sensibles a cambios en
la concentracién de coldgeno, requiriendo un rango estrecho de concentraciones 6ptimas para
mantener su viabilidad. Esta mayor sensibilidad podria estar relacionada con diferencias
en la expresién de receptores de adhesiéon, como las integrinas, o en la organizacion del
citoesqueleto, lo que afectaria la capacidad de estas células para interactuar con la matriz
extracelular y recibir senales de supervivencia [64]. Ademas, las células LAN-1 podrian tener
necesidades nutricionales y metaboélicas especificas, como una mayor demanda de nutrientes
o factores de crecimiento, o una mayor sensibilidad a cambios en el pH o la osmolaridad del
medio, factores que en conjunto podrian explicar su elevada sensibilidad a variaciones en la
concentracion de coldgeno.

El ensayo de exclusién con azul de tripano permiti6é evaluar la viabilidad celular de las
lineas LAN-1 y 1929 en presencia de diferentes concentraciones de coldgeno. Este colorante
vital se une a las proteinas intracelulares de las células con membranas danadas, lo que
permite diferenciar entre células vivas y muertas. Los resultados obtenidos indican que la
concentracion de colageno puede afectar la viabilidad celular, siendo la linea celular LAN-1
més sensible a los cambios en la concentracion de coldgeno en comparacién con la linea celular
1.929. La disminucién de la viabilidad celular observada en algunas condiciones puede estar
relacionada con diversos factores, como la formacién de agregados celulares, la alteraciéon de
la adhesion celular o la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por el
colageno. Estudios previos han demostrado que concentraciones elevadas de colageno pueden
inducir estrés oxidativo y apoptosis en células cultivadas [12|. Es importante destacar que
en este estudio se utilizé el azul de tripano como colorante vital, ya que el azul de metileno
no estaba disponible. Aunque ambos colorantes se utilizan comuUnmente para evaluar la
viabilidad celular, el azul de tripano es més especifico para detectar células con membranas
danadas.
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La morfologia de la linea celular L929 sugiere que la concentracién de coladgeno en el
medio afecta su comportamiento y morfologia (Figura . Al analizar las micrografias, se
observa que las concentraciones més altas de colageno (100 pg/ml) inducen la formacion
de ctimulos celulares y una disminucién en la extension de los procesos celulares, lo que
sugiere una alteracién en los mecanismos de adhesién, migracién celular y el inicio de la
apoptosis. La apoptosis, o muerte celular programada, puede ser inducida por la alteraciéon
en las interacciones de las células con la matriz extracelular. Se ha demostrado que la ma-
triz extracelular, incluida el colageno, inhibe la apoptosis de las células adheridas a través
de mecanismos dependientes de NF-kappaB, lo que promueve la supervivencia celular [66].
Sin embargo, en concentraciones elevadas de colageno, las células pueden perder la capa-
cidad de mantener una adhesién adecuada, lo que podria activar vias apoptoéticas. Estas
concentraciones elevadas también alteran la dindmica de la adhesiéon celular, lo que puede
llevar a la activacion de cascadas de senalizacion apoptotica [67]. Estos hallazgos concuer-
dan con estudios previos que han demostrado que concentraciones excesivas de coladgeno
pueden inhibir la proliferacion celular y promover la formacién de una matriz extracelular
densa y rigida, lo que restringe la movilidad celular [65]. Por otro lado, las concentraciones
intermedias de coldgeno (50 y 10 pg/ml) favorecieron una morfologia celular similar a la
del control, indicando que estas concentraciones podrian proporcionar un microambiente
o6ptimo para el crecimiento y proliferacion de las células 1.929. A pesar de la baja concen-
tracion de colageno (1 pg/mL), las células muestran una viabilidad alta, lo cual indica que
la cantidad de coldgeno es suficiente para mantener la supervivencia celular. Sin embargo,
la morfologia observada es mas redondeada y menos adherida, lo que sugiere que, aunque
las células permanecen viables, su interaccién con la matriz extracelular es limitada. Esto
podria estar relacionado con una menor disponibilidad de sitios de unién para las integrinas,
lo cual reduce la capacidad de las células para formar contactos focales fuertes y organizar su
citoesqueleto de forma optima [64]. Estos resultados enfatizan la importancia de optimizar
la concentracion de coldgeno en los cultivos celulares para obtener una morfologia y funcién
celular adecuadas, lo cual es fundamental para el éxito de diversos estudios in vitro, como
la ingenieria de tejidos y los modelos de enfermedad

Los resultados obtenidos en este estudio (Figura[12) evidencian que la concentracion de
colageno en el medio de cultivo afecta la morfologia y comportamiento de las células LAN-1.
Las células LAN-1 son derivadas del sistema nervioso central, lo que plantea consideracio-
nes importantes sobre el entorno celular y la disponibilidad de colageno en este tejido. A
diferencia de otros tejidos, el sistema nervioso central (SNC) tiene una cantidad limitada
de coldgeno, especialmente en la matriz extracelular, que juega un papel crucial en la re-
gulacién de la migracion y proliferacion celular. Estudios previos han demostrado que la
matriz extracelular, incluida la presencia de colageno, influye en el comportamiento celular.
En el caso del SNC, las altas concentraciones de coldgeno pueden inhibir la proliferacion
celular y la migracién, ya que este exceso podria alterar las interacciones celulares normales
vy modificar la arquitectura de la matriz extracelular, lo que a su vez limita la capacidad
de las células para crecer y diferenciarse adecuadamente [68]. Ademas, se ha observado que
la densidad de coldgeno puede regular la respuesta inmunitaria, lo que implica que en un
entorno con coldgeno més denso, las células pueden experimentar una activaciéon o inhibicién
de rutas de senalizacion, afectando su capacidad para realizar funciones normales como la
proliferacion y la migracion [64]. Estos resultados pueden ser relevantes al analizar como
las células LAN-1, derivadas del SNC, responden a diferentes concentraciones de colageno
[68]. Al analizar las micrografias, se observa que las concentraciones méas altas de colageno
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(100 pg/mL) inducen una disminucién marcada en la longitud y nimero de neuritas, asi
como una tendencia a la formacién de agregados celulares mas compactos. Estos hallazgos
sugieren que altas concentraciones de coldgeno pueden interferir con los procesos de neuri-
togénesis y afectar la adhesion celular, lo que podria estar relacionado con alteraciones en
la organizacion del citoesqueleto y en la dindmica de los microtubulos, fundamentales para
el crecimiento y extension de las neuritas [69]. Por otro lado, las concentraciones interme-
dias de coldgeno (50 y 10 pg/mL) mostraron un efecto menos pronunciado, sugiriendo que
estas concentraciones podrian proporcionar un microambiente més favorable para el man-
tenimiento de la morfologia neuronal. Sin embargo, la concentracién mas baja de colageno
(1 ng/mL) no mostro diferencias significativas en comparacion con el control, lo que indica
que una cantidad minima de colageno es necesaria para sustentar la adhesién y morfologia
neuronal.
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capituro 10

Conclusiones

El proceso de extraccién enzimatica utilizando enzimas proteoliticas resulté ser un méto-
do efectivo y eficiente para aislar colageno de la piel de tilapia. Este método no sélo permite
la recuperacion de coldgeno en cantidad adecuada, sino que ademas mantiene intactas sus
propiedades estructurales, como la disposicion fibrilar y la integridad de las proteinas. La
elecciéon de este método responde a la necesidad de obtener un colageno que sea funcional-
mente viable para aplicaciones biomédicas, dado que los tratamientos enzimdticos reducen
impurezas sin comprometer la calidad del coladgeno. En conclusion, este procedimiento ga-
rantiza que el colageno aislado tenga potencial para aplicaciones en ingenieria de tejidos y
cicatrizacion de heridas, cumpliendo con los requisitos de calidad y pureza necesarios.

Mediante observaciones microscopicas, se logré examinar con detalle la interaccion en-
tre las células 1,929 y LAN-1 y el coldgeno extraido de piel de tilapia. Se evidencié que
ambas lineas celulares son capaces de adherirse de manera efectiva y distribuirse adecuada-
mente sobre la matriz de coldgeno, lo cual indica que este material proporciona un entorno
biolégicamente compatible. La estructura fibrilar del colageno actudé como una matriz tri-
dimensional, facilitando la proliferacién y disposicién uniforme de las células, lo cual es un
indicativo positivo para su uso en la ingenierfa de tejidos. Este comportamiento sugiere que
el colageno de tilapia podria usarse como un biomaterial para la regeneraciéon celular en
heridas, ya que puede sostener la estructura celular de manera similar al tejido natural,
promoviendo una cicatrizaciéon mas eficiente.

Los ensayos de biocompatibilidad realizados mediante el método MTT y la tincién con
Azul de Tripano mostraron resultados prometedores, evidenciando que el coldgeno en con-
centraciones medias, no presenta toxicidad para las células 1.929 y LAN-1. Estos ensayos
confirmaron que las células mantenian su viabilidad y actividad metabdlica sobre el cola-
geno, lo que sugiere que este biomaterial es seguro y compatible con el crecimiento celular.
Esta caracteristica es esencial para su aplicaciéon en curacién de heridas, ya que un bio-
material biocompatible minimiza el riesgo de reacciones adversas y facilita la integraciéon
del material en los tejidos del paciente. Ademaés, los resultados respaldan la idea de que el
colageno de tilapia podria actuar como una plataforma de soporte para la regeneraciéon ce-
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lular, favoreciendo no solo la cicatrizacién sino también la recuperacién funcional del tejido
danado.
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capituLo 11

Recomendaciones

Para determinar completamente la biocompatibilidad del coldgeno de tilapia, es impres-
cindible ampliar los ensayos a diversas clases de lineas celulares, tales como fibroblastos
humanos (como la linea celular HFF-1) y queratinocitos (HaCaT), puesto que estas células
juegan un rol vital en la cicatrizacién y regeneracion cutanea. Analizar la reaccién de estas
células proporcionara una perspectiva més integral acerca del comportamiento del colageno
en un entorno parecido al de la piel humana. Adicionalmente, investigaciones con células de
sistemas inmunologicos, tales como macrofagos (THP-1) y células dendriticas, pueden con-
tribuir a comprender si el coldgeno desencadena alguna reaccion inflamatoria o inmunitaria.
Igualmente, es crucial llevar a cabo investigaciones en vivo en modelos animales, como ra-
tones o cerdos, cuyos sistemas de piel son parecidos a los humanos en cuanto a estructura y
proceso de cicatrizacion. Estas investigaciones posibilitardn la valoracién de la incorporacion
del colageno en los tejidos y examinar su biodegradabilidad, biocompatibilidad y efecto a
largo alcance. Ademas, ofreceran datos acerca de la habilidad del colageno para fomentar
la cicatrizacién en contextos reales, como lesiones o quemaduras, y de su habilidad para
incorporarse a la matriz extracelular natural sin causar efectos nocivos.

Ya que el coldgeno de tilapia ha demostrado una estructura y biocompatibilidad alenta-
doras, investigar su aplicacién en hidrogeles y andamios representa una oportunidad signi-
ficativa para usos en medicina regenerativa y curacioén de heridas. Los hidrogeles hechos de
colageno podrian ser perfectos para usos en quemaduras, dado que poseen una gran capa-
cidad para absorber liquidos, lo que contribuye a mantener la herida humeda y simplifica
el proceso de curacion. Ademaés, los hidrogeles pueden funcionar como medios para la libe-
racién regulada de medicamentos, tales como antibiéticos o factores de crecimiento, lo que
mejora la recuperaciéon del tejido perjudicado. Para los andamios de ingenieria tejidos, es
esencial llevar a cabo ensayos de resistencia mecanica y elasticidad, ya que estos materiales
deben resistir las fuerzas y tensiones que se encuentran en los tejidos del cuerpo. El colageno
necesita mantener su integridad estructural y ofrecer un respaldo apropiado para la prolife-
racién y diferenciacion celular, facilitando de esta manera la regeneracion de tejidos como
la piel, el cartilago o el hueso. Adicionalmente, se aconseja valorar la habilidad del colageno
para absorber agua y su estabilidad bajo condiciones fisiologicas, dado que estos elementos
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influyen directamente en su habilidad para integrarse y mantener el crecimiento celular de
forma correcta.

Teniendo en cuenta que el colageno de tilapia es asequible y una fuente bastante abun-
dante, investigar coldgenos de otras especies marinas, como la piel de bagre, el tiburén o
incluso especies menos explotadas como la medusa, podria diversificar y abaratar ain mas la
produccién de coldgeno maritimo. El estudio de estos recursos alternativos permitira valorar
si también poseen caracteristicas beneficiosas para usos biomédicos y podria disminuir la
necesidad de especies particulares, aportando a una cadena de suministro méas resistente y
sustentable. Es aconsejable llevar a cabo estudios comparativos respecto a caracteristicas
mecanicas, pureza, composicion de aminodcidos y facilidad de extraccion. Ademas, seria
provechoso analizar el efecto medioambiental y los gastos vinculados a la recoleccion y tra-
tamiento de estos materiales en relacién con el coldgeno tradicional de ganado o porcino.
FEsto podria generar nuevas oportunidades en el sector biomédico, haciendo mas accesibles
los productos de coldgeno para usos médicos para sistemas sanitarios de escasos recursos o
en naciones en desarrollo.
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CAPITULO 13

Anexos

13.1. Preparacion de la muestra

Figura 13: Piel de tilapia posterior de 3 horas de remojo en solucion de hidroxido de sodio (NaOH)
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13.2. Desengrasado

Figura 14: Piel de tilapia en remojo en etanol durante 24 horas

13.3. Extraccion de colageno con acido acético

Figura 15: Colageno extraido de la piel de tilapia soluble en acido acético
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13.4. Liofilizacién de la muestra

Figura 16: Muestra liofilizada en liofilizador (Pro Freeze Dryer, Harvest Right, Utah, USA)

13.5. Incubacién de lineas celulares LAN-1 y L.929

Figura 17: Células LAN-1 bajo microscopio invertido (x100) con un periodo de incubacién en medio
DMEM de 24 horas
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Figura 18: Células 1929 bajo microscopio invertido (x100) con un periodo de incubacion en medio
DMEM de 24 horas
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