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Resumen

El órgano más grande del cuerpo humano es la piel, la cual es esencial para mantener
la salud. Según la OMS, las quemaduras causan aproximadamente 180,000 muertes anuales,
lo que destaca la necesidad de tratamientos e�caces. Por esto el objetivo de este proyecto
es generar una solución innovadora con el �n de tratar quemaduras utilizando colágeno
extraído de la piel de tilapia. El colágeno de tilapia presenta una estructura similar a la del
colágeno humano, lo que lo hace más biocompatible y menos susceptible a la contaminación,
a diferencia del colágeno 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 solución vanguardista para el tratamiento de
quemaduras que bene�cien a los pacientes en entornos médicos. El colágeno, conocido por
su capacidad para cicatrizar y ser biocompatible, es esencial para la fabricación de apósitos.
Por ende, se ofrece una futura alternativa viable a las fuentes tradicionales de colágeno, y
así se generará un impacto signi�cativo en el campo médico. Este proyecto se divide en tres
fases. La primera etapa se enfocará en la preparación de la piel de tilapia. La segunda, en
la extracción del colágeno de la piel tratada mediante proceso enzimático. Finalmente, la
tercera etapa consiste en la realización de pruebas especí�cas para veri�car la presencia de
colágeno y evaluar la biocompatibilidad del mismo. Se utilizarán células L929 y LAN-1 para
evaluar la biocompatibilidad del colágeno extraído 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 e�ective 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 bene�ts
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 o�ered, aiming to make a signi�cant impact in the medical
�eld. This project is divided into three phases. The �rst 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 speci�c
tests to verify the presence of collagen and evaluate its biocompatibility. L929 and LAN-1
cells will be used to assess the biocompatibility of the extracted collagen through methylene
blue and MTT assay tests.
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CAPÍTULO 1

Introducción

El colágeno es considerado como una proteína de vital importancia en el organismo hu-
mano, frecuentada en el ámbito biomédico debido a sus características biocompatibles, bio-
degradables y su habilidad para fomentar la regeneración de tejidos. El colágeno proveniente
de animales ha sido el principal recurso para usos en la ingeniería de tejidos, producción de
apósitos y otras aplicaciones terapéuticas. No obstante, las inquietudes acerca de patologías
zoonóticas, obstáculos culturales y limitaciones éticas han motivado la exploración de fuentes
alternativas de colágeno. En estas circunstancias, el colágeno 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 fácil adquisición.

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
colágeno que podría ser aprovechada para aplicaciones biomédicas. La extracción y puri�ca-
ción de colágeno a partir de la piel de tilapia no sólo representa una oportunidad para reducir
los desechos en la industria acuícola, sino que también ofrece una alternativa sostenible y
accesible para el desarrollo de biomateriales.

Por ende, dicho trabajo de investigación se enfoca en la puri�cación y caracterización
del colágeno extraído de la piel de tilapia, empleando técnicas químicas con el �n de obtener
una muestra de alto grado de pureza que se adecúe para diversas aplicaciones biomédicas.
Se busca optimizar el proceso de extracción, eliminando proteínas no colagenosas y lípidos
que podrían afectar la estabilidad y funcionalidad del colágeno. Además, se realizan análisis
estructurales y de estabilidad para evaluar la viabilidad del colágeno obtenido en aplicaciones
como la ingeniería de tejidos y la cicatrización de heridas. Por medio de este estudio, se espera
contribuir a la literatura existente sobre fuentes alternativas de colágeno y sentar las bases
para investigaciones futuras en el desarrollo de biomateriales a partir de subproductos de
origen marino.
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CAPÍTULO 2

Antecedentes

La piel, el órgano más grande del cuerpo humano, juega un papel fundamental en la pro-
tección de la salud y el bienestar. No obstante, cuando se supera esa barrera y se obstaculiza
el proceso de curación, es crucial restablecer la protección antes de que surjan complicaciones
crónicas 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, eliminación de tejido ne-
crótico y uso de apósitos oclusivos para proteger la piel. Además, las heridas pueden afectar
partes importantes del cuerpo, lo que di�culta el tratamiento cuando no hay su�ciente piel
donada [1], [2]. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), las quemaduras causan
aproximadamente 180,000 muertes al año en países en desarrollo. Las quemaduras graves
causan desvitalización del tejido, exudados y proliferación de microorganismos, lo que hace
crucial el uso de terapia húmeda con apósitos oclusivos [3].

La Sociedad Internacional de Lesiones por Quemaduras (ISBI) [4] de�ne a las quemadu-
ras como lesiones en la piel provocadas por traumatismos térmicos que pueden permitir que
los patógenos ingresen al cuerpo [4]. Además, es importante recordar que la elección de los
apósitos correctos es crucial. Estos deben seleccionarse en función de cada lesión en especí-
�co, teniendo en cuenta su efectividad curativa, facilidad de uso, costo y comodidad para el
paciente. Los apósitos deben elegirse según las necesidades especí�cas de cada quemadura,
ya que protegen contra infecciones, absorben exudados y facilitan la cicatrización.

Debido a su capacidad para estimular la formación de tejido de granulación, promover
la migración celular, prevenir infecciones y mantener un ambiente húmedo que favorece la
cicatrización, el colágeno se utiliza en apósitos para la curación de heridas [4]. Por ello, el co-
lágeno utilizado en apósitos se obtiene actualmente de fuentes animales; uno de los métodos
más comunes para obtener colágeno es el curtido del cuero [5]. El proceso implica la extrac-
ción de colágeno animal a partir de pieles de vacas, cerdos o peces mediante tratamientos
mecánicos y químicos para eliminar impurezas y producir una matriz rica en colágeno. Sin
embargo, el uso de colágeno animal en apósitos para heridas presenta la desventaja del ries-
go de desencadenar reacciones alérgicas y transmitir enfermedades zoonóticas en entornos
clínicos [5].
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Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente, el colágeno extraído de la piel de
pescado puede tener una estructura molecular más similar a la de la piel humana, lo que lo
hace adecuado para aplicaciones en heridas cutáneas. La disponibilidad de colágeno de origen
animal ha permitido el desarrollo de una amplia variedad de apósitos para el tratamiento de
heridas y quemaduras, incluyendo apósitos de colágeno puro, apósitos combinados con otros
materiales como alginato de calcio o quitosano, y apósitos con propiedades antimicrobianas
[6].

Por ende, gracias a su alto contenido de colágeno y su capacidad de adherirse a los tejidos
cutáneos, la piel de tilapia ha surgido como una alternativa prometedora en el tratamiento
de quemaduras [3]. Esto lo convierte en una opción más segura que otros animales terrestres.
Para abordar estas lesiones de manera más efectiva y especí�ca, considerando su impacto
en la calidad de vida y los costos sanitarios, es necesario desarrollar apósitos activos que
mejoren la atención avanzada de quemaduras [7].
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CAPÍTULO 3

Justi�cación

Debido a su biocompatibilidad innata, biodegradabilidad y funcionalidades innovadoras,
el uso de biomateriales de origen natural y sus múltiples bene�cios han despertado un gran
interés [8]. El colágeno es uno de los biomateriales más reconocidos que ha demostrado ser un
producto esencial para una variedad de aplicaciones, tales como las cosméticas, alimentarias,
biomédicas y farmacéuticas [9]. El colágeno derivado de fuentes de mamíferos se utiliza
con mayor frecuencia en la administración de medicamentos, la administración de genes,
el tratamiento de heridas, matrices fundamentales para el cultivo celular [10], ingeniería de
tejidos como sustitutos óseos, reemplazo de válvulas y vasos sanguíneos arti�ciales [10],[11].

La proteína animal más abundante es el colágeno, el cual representa aproximadamente
el 25-30 por ciento de todas las proteínas de los organismos animales. Este es reconocido por
ser un componente esencial que se encuentra en los tejidos conectivos del cuerpo, siendo estos
los músculos, 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 colágeno son
los bovinos y los porcinos, que también se consideran las mejores fuentes debido a su alta
homología de secuencia con el colágeno humano [12].

Cabe mencionar que la extracción de colágeno se realiza principalmente a partir de
desechos bovinos, así como de piel, huesos y cartílago de cerdos; sin embargo, existen desafíos
asociados con estas fuentes de colágeno convencionales. Por ello, se han realizado diversos
estudios con el �n de evaluar la e�cacia del colágeno de pescados utilizando las pieles de peces
[13]. Aunque el colágeno proviene principalmente de los animales, es importante tener en
cuenta que el colágeno de origen animal también presenta riesgos, esto debido a la posible
transmisión de enfermedades a través de la sangre, como la encefalopatía espongiforme
bovina, la �ebre aftosa, la tembladera caprina y otras zoonosis [13], [14],[15].

En este sentido, el colágeno extraído 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 piscifactorías [13]. Lo cual se vuelve una ventaja signi�cativa dado que uno
de los peces de agua dulce y salada que se cultivan con mayor frecuencia en todo el mundo,
especialmente en áreas tropicales y subtropicales, es la tilapia [16]. Sin embargo, a pesar
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de que la industria de piscifactoría ha crecido signi�cativamente, la producción de �letes de
pescado genera una variedad de desperdicios, tales como la piel, huesos, escamas, vísceras y
cabezas [15]. Es importante tomar en cuenta que la piel, que se considera rica en colágeno,
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 �nes de importancia limitada. Como resultado, la
extracción de colágeno se convierte en una opción rentable. Debido a que la piel de los pe-
ces de tilapia es común y fácil de obtener, la producción de la misma es menos costosa en
comparación con otras fuentes de colágeno tales como la piel de bovino [10].

Por ende, el aprovechamiento de subproductos como la piel de tilapia para la extracción
de colágeno promueve la sostenibilidad al utilizar recursos que de otro modo se descartarían
e incrementarían 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 prácticas ambientalmente amigables y ayuda a reducir la huella ecológica
de los tratamientos médicos [17]. Es importante tomar en cuenta que la similitud química del
colágeno de tilapia con el colágeno humano ayuda a reducir el riesgo de reacciones adversas
o rechazo inmunológico cuando se aplica al cuerpo humano.

Asimismo, el colágeno es una proteína esencial para la estructura y función de la piel,
así como también su presencia en apósitos y/o vendajes ayuda a mejorar la cicatrización de
heridas. Se ha demostrado que el colágeno de tilapia posee propiedades bioactivas, incluida
la capacidad de estimular la proliferación celular y la síntesis de matriz extracelular, lo que
fomenta la formación de nuevo tejido y la regeneración de la piel después de quemaduras.
Además, el colágeno 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 cicatrización
más rápida de las quemaduras [10].

Se ha demostrado en estudios clínicos que el uso de vendajes de colágeno, incluidos
los derivados de la piel de tilapia, son capaces de acelerar signi�cativamente el proceso de
cicatrización en quemaduras de diferentes grados. Por ende, la promoción de la migración,
proliferación celular y la capacidad del colágeno para mantener un ambiente húmedo y
protegido en la herida ayudan a una recuperación más rápida y reducen las complicaciones
como las infecciones [12].

Por otro lado, el colágeno es un polímero natural que se utiliza en productos farma-
céuticos y suplementos debido a su alta capacidad para promover la curación. Cuando una
instalación médica no posee acceso a injertos, el tratamiento convencional es la utilización
de gasas y vendas que deben ser reemplazados cada dos días, 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 días y en la mayoría de los casos, no es necesario cambiar la piel. Su increíble
capacidad para retener la humedad mucho más tiempo que cualquier otro apósito no solo
mantiene la herida sellada por más tiempo, sino que también reduce el dolor y el sufrimiento
de los pacientes [13],[15].

En comparación con el colágeno obtenido de fuentes animales como el ganado o los cerdos,
la piel de tilapia como fuente de colágeno tiene un riesgo menor de contaminación microbiana
y enfermedades zoonóticas. Esto es particularmente importante en las instalaciones médicas,
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donde la seguridad y la prevención de infecciones son esenciales para el tratamiento de
quemaduras y otras lesiones cutáneas [14]. Por ende, el consumo de colágeno de fuentes
marinas puede ser una alternativa segura para los consumidores con el �n de abordar dichos
problemas de salud [15].
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CAPÍTULO 4

Objetivos

4.1. Objetivo general

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

4.2. Objetivos especí�cos

Aislar el colágeno perteneciente a la piel de tilapia mediante el método de extracción
enzimática con enzimas proteolíticas.

Caracterizar la morfología del colágeno extraído de la piel de tilapia mediante una
extracción enzimática.

IExaminar la distribución morfológica de las células L929 y LAN-1 y la estructura
�brilar del colágeno utilizando técnicas de observación microscópica.

Evaluar la biocompatibilidad del colágeno utilizando células L929 y LAN-1 mediante
el método MTT Assay y Azul de Metileno.
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CAPÍTULO 5

Alcance

El propósito principal de este estudio es desarrollar y caracterizar un proceso de puri�-
cación de colágeno obtenido de la piel de tilapia, valorando su posible uso en biomedicina,
particularmente en la ingeniería de tejidos y en la cicatrización de heridas. Se lleva a cabo
a través de tratamientos químicos con NaOH y ácido acético, con el objetivo de eliminar
proteínas no colagenosas y lípidos, optimizando de esta manera la pureza y estabilidad es-
tructural del colágeno adquirido.

Aunque se emplea un protocolo estandarizado para la puri�cación y caracterización de
colágeno, los procedimientos y materiales utilizados no son necesariamente los más adecua-
dos para conseguir un producto totalmente exento de impurezas, lo que podría afectar la
reacción �nal del colágeno en usos clínicos. 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 colágeno preparado para su uso y aplicación
en seres humanos.

Debido que dicho proyecto se encuentra en una etapa inicial de desarrollo, no se utilizan
métodos so�sticados tales como la bioimpresión o los cultivos celulares complejos para valorar
la biocompatibilidad del colágeno 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 signi�ca 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 bibliografía relacionada con la obtención de colágeno de especies piscícolas 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
extracción y descripción del colágeno, es crucial tener en cuenta que este estudio constituye
una etapa inicial en un proyecto de mayor magnitud, que podría incorporar en el futuro
ensayos de biocompatibilidad en modelos animales y la mejora del proceso de puri�cación
para conseguir un producto de calidad biomédica.
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CAPÍTULO 6

Marco teórico

6.1. Quemaduras

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), una quemadura es un daño
en la piel u otro tejido orgánico causado por calor, radiación, radioctividad, electricidad,
fricción o contacto con sustancias químicas. Este tipo de daño 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 varía considerablemente y puede estar in�uenciada por
patologías preexistentes en el paciente, las cuales afectan el resultado clínico. A medida
que aumenta el área afectada por la quemadura, también incrementan las tasas de morbili-
dad y mortalidad. Por lo tanto, una clasi�cación precisa de la quemadura es esencial para
determinar el tratamiento adecuado y mejorar el pronóstico del paciente [19].

Cuando la piel es expuesta a altas temperaturas, se produce una desnaturalización de las
proteínas que resulta en necrosis coagulativa. Alrededor de la lesión, los vasos sanguíneos 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 in�amarse
y presentar hiperemia [20], [21].

A nivel local, se pueden identi�car tres zonas con distintos grados de afectación:

1. Zona necrótica: es la más afectada, donde se observa la desaparición completa de la
red vascular capilar [22].

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

3. Zona hiperémica: es la zona más super�cial, donde la epidermis presenta in�amación,
y la dermis permanece intacta [22].
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6.1.1. Tipos de quemaduras en la piel

Para clasi�car las quemaduras y determinar su gravedad y pronóstico, es fundamental
evaluar la profundidad, la extensión y la localización de la quemadura [23]. Las quemaduras
se dividen en tres grados: primer, segundo y tercer grado.

Tal y como se observa en la Figura 1, las quemaduras de primer grado, también conocidas
como quemaduras super�ciales, son las más leves, ya que sólo afectan la epidermis, la capa
más externa de la piel [23]. Este tipo de quemaduras suele sanar entre 3 y 5 días sin dejar
cicatrices signi�cativas. Las quemaduras de segundo grado afectan tanto la epidermis como
la dermis, la capa subyacente. Estas quemaduras suelen ser dolorosas y pueden provocar in-
�amación y ampollas. En general, requieren un manejo cuidadoso para prevenir infecciones y
facilitar una recuperación adecuada. Las quemaduras de tercer grado, también denominadas
quemaduras de espesor total, atraviesan completamente la epidermis y la dermis, afectando
los tejidos más profundos. Estas lesiones suelen requerir injertos de piel para sanar, ya que
no se curan por sí solas debido a la extensión del daño [12]. Además, las quemaduras de
tercer grado no son dolorosas, ya que las terminaciones nerviosas en el área afectada han
sido destruidas, lo que impide la percepción del dolor y la regeneración de las mismas [24].

Figura 1: Tipos de quemaduras [25]

6.1.2. Tratamientos de quemaduras de piel

El tratamiento de las quemaduras varía según la causa y la gravedad de la lesión. Todas
las quemaduras deben mantenerse limpias y de acuerdo con la severidad, es necesario aplicar
vendajes o apósitos apropiados. Un aspecto fundamental es el control del dolor, ya que un
manejo inadecuado puede interferir con el proceso de curación 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 fría para reducir el calor en el área afectada. Posteriormente, se recomienda aplicar
una crema antibiótica 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
antibiótica que contenga plata, ya que la plata tiene propiedades antimicrobianas que
ayudan a prevenir infecciones. Además, se recomienda mantener elevada el área afec-
tada para reducir la in�amación 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 atención médica inmediata y, a menudo, es
necesario administrar líquidos por vía intravenosa para mantener la estabilidad de la
presión arterial y prevenir la deshidratación. En algunos casos, puede requerirse un
injerto de piel debido al daño profundo [25].

6.2. Apósitos

Los apósitos se adhieren a las heridas con el �n de protegerlas de infecciones y prevenir
futuras lesiones. Existen apósitos de diversas formas y tipos, cada uno con diferentes propó-
sitos, no obstante, su objetivo primordial es mantener y crear siempre un ambiente húmedo
para fomentar el continuo crecimiento de células, facilitando el proceso de curación [26].

6.2.1. Historia de apósitos

El ser humano ha intentado curar sus heridas desde la antigüedad 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 día para el tratamiento de heridas han surgido a partir de
diversos con�ictos y descubrimientos históricos. 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 Hipócrates hasta 1962, se creía que la cura
seca ayudaba a cicatrizar las heridas. Sin embargo, en 1962, George D. Winter realizó un
estudio en cerdos en el cual comparó el proceso de cicatrización entre heridas sin apósito y
heridas cubiertas con polietileno (PE) en un ambiente húmedo, oclusivo. Winter descubrió
que las heridas en un entorno húmedo regeneraban epitelio más rápido que las heridas secas
y que aquellas cubiertas con polietileno (PE) cicatrizaban el doble de rápido que las que no
llevaban apósito [28].

A partir de estos hallazgos, el enfoque comercial de los apósitos ha priorizado mantener
un ambiente húmedo y un control adecuado del exudado. Durante la Primera y Segunda
Guerra Mundial, se desarrolló el primer apósito no adhesivo de doble capa: una capa de
gasa impregnada con para�na y otra capa adicional para absorber el exudado. Los apósitos
modernos siguen manteniendo esta estructura de doble capa para optimizar la curación de
las heridas

6.2.2. Tipos de apósitos

Existen diversos tipos de apósitos, con características y aplicaciones para la cicatrización:
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1. Biocompatibilidad: la capacidad de interactuar con el organismo sin causar efectos
adversos. Un biomaterial biocompatible permite una integración sin dañar los tejidos
circundantes y promueve una respuesta favorable [29].

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

3. Toxicidad: los biomateriales deben ser diseñados para no liberar sustancias tóxicas al
organismo. La toxicidad puede comprometer otros órganos 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 mecánicas: dependiendo de la aplicación, un biomaterial debe tener pro-
piedades mecánicas especí�cas, como resistencia a la tracción, 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 sí misma. Es
utilizado principalmente para asegurar apósitos 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 sí misma en cada vuelta, lo cual permite una
mayor sujeción. Es ideal para zonas donde se necesita más �rmeza [30].

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

5. Vendaje recurrente: este tipo de vendaje se utiliza para proteger áreas como la cabeza
y �jar apósitos en heridas complejas. Se aplica cubriendo la zona con varias capas,
asegurando la protección [30].

En la búsqueda de opciones efectivas para el tratamiento de heridas y quemaduras, la
combinación de vendajes avanzados y biomateriales ha ganado protagonismo en el ámbito
médico. Los vendajes tradicionales han evolucionado, integrando biomateriales que ofrecen
ventajas adicionales, como la promoción de la cicatrización acelerada, la protección contra
infecciones y una mejor interacción con el tejido lesionado. Los biomateriales, al ser diseña-
dos especí�camente para integrarse con los tejidos humanos sin causar reacciones adversas,
permiten desarrollar vendajes que no sólo protegen, sino que también participan activamente
en el proceso de regeneración. De esta manera, el uso de biomateriales en el diseño de ven-
dajes representa una solución 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 diseñados para interactuar con sistemas biológicos y
pueden ser naturales o sintéticos. Son utilizados para mejorar, reemplazar o apoyar fun-
ciones corporales, incluyendo tejidos y órganos. Estos materiales deben ser seguros para el
paciente y estar fabricados con estándares de biocompatibilidad [31], [32].

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

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

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

3. Toxicidad: los biomateriales deben ser diseñados para no liberar sustancias tóxicas al
organismo. La toxicidad puede comprometer otros órganos 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 mecánicas: dependiendo de la aplicación, un biomaterial debe tener pro-
piedades mecánicas especí�cas, como resistencia a la tracción, 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 biológico se compone de polisacáridos distribuidos aleato-
riamente de B-(1-4) D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina, derivado de la desace-
tilación de la quitina, el segundo polisacárido más común en la naturaleza. Su per�l
incluye características biodegradables, biocompatibles y antimicrobianas, propiedades
que lo hacen ideal para la creación de biomateriales destinados a la regeneración de
tejidos [34]. Además, el quitosano es bene�cioso para la proliferación celular y la orga-
nización histológica del tejido. Su capacidad para bloquear las terminaciones nerviosas
y facilitar la coagulación sanguínea natural ayuda a reducir el dolor del paciente [35].

2. Alginato: este polímero se usa ampliamente en aplicaciones biomédicas, como apósitos
para heridas, andamios, materiales de impresión dental y quirúrgica. Se considera
económico y biocompatible [35]. mantiene un ambiente �siológicamente húmedo con
infecciones bacterianas mínimas y puede absorber el exceso de líquidos de las heridas
[36]. Estas propiedades convierten a los vendajes de alginato en una opción útil para
la protección de heridas de piel [35].

3. Gelatina: es uno de los polímeros naturales más utilizados en la medicina y la indus-
tria farmacéutica. Su efectividad está bien documentada en el campo de la medicina
regenerativa. Debido a su capacidad para fomentar la adhesión, proliferación y propa-
gación celular, la gelatina ha mostrado e�cacia en la cicatrización de heridas y se usa
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ampliamente en ingeniería de tejidos [37].

6.4. Colágeno: origen y propiedades

El colágeno, debido a sus características estructurales y su abundancia en el organismo,
juega un papel fundamental en la medicina regenerativa y en la ingeniería de tejidos. Su
composición y propiedades �sicoquímicas le otorgan una alta capacidad de integración y
biocompatibilidad, lo que lo convierte en un biomaterial esencial en aplicaciones biomédicas
[38].

Representa aproximadamente el 30 por ciento de las proteínas totales y constituye el
componente principal de los tejidos conectivos, como la piel, los músculos, los huesos, los
tendones y los ligamentos. También se encuentra en los vasos sanguíneos, el revestimiento in-
testinal y otros órganos [39]. Debido a su papel esencial en la matriz extracelular, el colágeno
in�uye signi�cativamente en las características mecánicas, estructurales y organizativas de
los tejidos, aportando a la �rmeza y elasticidad de estructuras como la piel y el cartílago [38].

Por otro lado, el colágeno se destaca como uno de los biomateriales más bene�ciosos
en aplicaciones médicas. Su biocompatibilidad y baja inmunogenicidad lo convierten en un
polímero ideal para productos biomédicos, incluyendo cosméticos y fármacos [38]. Esto lo
ha llevado a ser ampliamente estudiado y utilizado en una variedad de productos, como se
observa en su alta e�cacia para la regeneración de tejidos y reparación de heridas [39].

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

6.4.1. Tipos de colágeno

La superfamilia de proteínas del colágeno es un componente principal de las matrices
extracelulares de los organismos. Dentro de esta, los colágenos IV, XV y XVIII son algunos
de los tipos que se encuentran en los invertebrados. Por otro lado, en los vertebrados se han
identi�cado aproximadamente 28 variedades de colágeno. Estas se clasi�can según la com-
posición de su cadena alfa, aunque existen cinco tipos de colágeno que son los más comunes
y ampliamente estudiados [40].

El colágeno tipo I es el más prevalente, abarcando más del 90 por ciento del colágeno
total en el cuerpo humano. Este tipo se encuentra en la mayoría de los tejidos conectivos
[41]. El colágeno tipo II es abundante en la matriz del cartílago 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 colágeno tipo III está vinculado a problemas vasculares [43].

El colágeno tipo IV se encuentra predominantemente en la membrana basal, y es funda-
mental en la estructura de dicha membrana. Este tipo de colágeno se asocia con el síndrome
de Alport, una enfermedad renal crónica que puede resultar de mutaciones en el colágeno
tipo IV. Además, este tipo de colágeno es el más antiguo desde el punto de vista evolutivo,
según estudios realizados en animales no bilaterales [41]. Finalmente, el colágeno tipo V se
localiza en la matriz intersticial, los músculos, los pulmones, el hígado y la placenta [40].
Este colágeno trabaja en conjunto con el colágeno tipo I en áreas como la piel y los tendones
[43].

Figura 3: Porcentaje aproximado de colágeno en diferentes tejidos del cuerpo [42]

6.4.2. Fuente del colágeno

Actualmente, es posible obtener colágeno a partir de diversas fuentes naturales, como
animales y vegetales, o mediante sistemas de producción de proteínas recombinantes, que
incluyen bacterias, levaduras, insectos, plantas, células de mamíferos o �brillas arti�ciales.
Entre las fuentes animales, se destacan el colágeno humano, bovino, porcino y de origen
marino, siendo estos últimos tipos de colágeno de mayor aplicación en la industria [44] [38].

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

En cuanto a la comparación de las fuentes de colágeno, el colágeno marino presenta ven-
tajas únicas frente a otros tipos, como un alto rendimiento y un riesgo bajo de transmisión
de enfermedades. Además, sus cadenas de aminoácidos son más pequeñas, lo cual facilita su
absorción en comparación con el colágeno de mamíferos [38] [45]. No obstante, este tipo de
colágeno tiene una resistencia térmica menor, lo que limita su aplicación en ambientes con
temperaturas más altas [45] [38].
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Cuadro 1: Fuente de colágeno y el tipo de colágeno predominante [47]

Fuente de colágeno Tipos de colágeno predominantes

Colágeno bovino (piel) Tipo I y III
Colágeno porcino (piel) Tipo I y III

Colágeno de pescado (piel, escamas) Tipo I predominante
Colágeno de pollo (cartílago esternal) Tipo II
Colágeno de cartílago bovino o porcino Tipo II

Los tipos más comunes en suplementos alimenticios son el colágeno tipo I, tipo II y tipo
III. Cada fuente de colágeno, como se observa en la tabla a continuación, contribuye predo-
minantemente con uno o más tipos especí�cos de colágeno, utilizados tanto en suplementos
como en productos cosméticos [38].

6.4.3. Uso y aplicaciones del colágeno

El colágeno se considera como una proteína versátil en el cuerpo dado a que posee una
amplia gama de usos en una variedad de industrias. Dicha proteína 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 �bras de
colágeno se van dañando con el paso del tiempo, perdiendo grosor y resistencia lo que se ha
relacionado fuertemente con los fenómenos de envejecimiento cutáneo, por ende, la industria
cosmética ha incorporado el colágeno en diversos productos para el bienestar del usuario [46].

Asimismo, el colágeno es utilizado en grandes cantidades en la industria alimentaria,
funcionando como geli�cante y estabilizante en numerosos productos [46]. El colágeno tam-
bién es utilizado en la industria textil con el �n de dar a las �bras y tejidos propiedades
únicas, mientras que en el sector farmacéutico juega un papel importante en la creación de
medicamentos y dispositivos médicos.

El colágeno, especialmente cuando se extrae de fuentes como la piel de tilapia, ha de-
mostrado ser altamente bene�cioso en el tratamiento de quemaduras debido a su biocompa-
tibilidad y su capacidad de promover la regeneración de tejido dérmico. En el contexto de
cuidado de heridas, el colágeno actúa como andamio que facilita la migración celular, lo cual
es crucial para la reparación de la piel dañada. Los apósitos de colágeno pueden mantener
un ambiente húmedo que previene la desecación del tejido y reduce el riesgo de infección,
favoreciendo así la cicatrización. Esta propiedad es especialmente útil en quemaduras, donde
el tejido está comprometido y requiere un ambiente controlado que permita la regeneración
sin interferencias externas [46].

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

Los apósitos de colágeno de tilapia, al ser aplicados en quemaduras, mantienen un am-
biente húmedo que favorece la cicatrización, 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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CAPÍTULO 7

Metodología

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

Para la extracción del colágeno soluble en pepsina (PSC) (Merck, Alemania), la sustancia
no disuelta obtenida del ácido, se recurrió a la extracción de colágeno soluble (ASC) para
una extracción adicional, empleando 2 volúmenes de ácido 0.5 M el cual contiene 1.5 por
ciento (p/v) de pepsina, durante 30 horas a 4 °C, con agitación constante. Los extractos
fueron centrifugados a 1500Ög durante 30 minutos a 4 °C, para que luego los sobrenadantes
fueran separados. Los desechos se extrajeron nuevamente con ácido acético 0.5 M, el cual
poseía un 1.5 por ciento (p/v) pepsina, durante 12 horas antes de ser centrifugados a 1500Ög
durante 30 minutos a 4 °C. Los dos sobrenadantes se fusionaron y se añadió NaCl con el
objetivo de eliminar la sal hasta que la concentración �nal del sobrenadante llegó a 0.7 M,
lo que permitió la formación de precipitaciones. Finalmente, la muestra del colágeno fue
lio�lizada utilizando un lio�lizador (Pro Freeze Dryer, Harvest Right, Utah, USA).

7.2. Caracterización de colágeno

Para determinar el contenido de colágeno en las muestras, estas fueron hidrolizadas en
ácido clorhídrico y posteriormente neutralizadas con NaOH. Una alícuota de la solución
se sometió a una reacción química utilizando p-dimetilaminobenzaldehído. La absorbancia
de las muestras se midió a 560 nm mediante espectrofotometría, utilizando una curva de
calibración basada en concentraciones diversas de hidroxiprolina (100, 50, 10 y 1 ug/ml).
Finalmente, el contenido de colágeno se calculó multiplicando la cantidad de hidroxiprolina
por un factor de conversión establecido según la norma técnica colombiana NTC 3750, siendo
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este de 7.46.

7.3. Descongelación de líneas celulares L929 y LAN-1

Para establecer la biocompatibilidad del colágeno lio�lizado adquirido de la piel de tila-
pia, se llevaron a cabo ensayos in vitro con las líneas celulares L929 y LAN-1. Para lograrlo,
se descongelaron las dos líneas celulares, liberándolas de sus viales de criopreservación (F-
0926, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y las ubicaron en un baño de agua a 37 °C,
asegurando un descongelado rápido 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 antibióticos (1 por ciento de penicilina/estreptomicina).
Finalmente, se resuspendieron las células en medio fresco y se trasladaron a placas de cultivo
para su incubación subsiguiente.

7.4. Conteo celular

Antes de realizar el conteo celular, fue necesario tripsinizar las células para desprenderlas
del �ask. Para ello, se retiró el medio DMEM de los �asks y se agregó 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 revisó el desprendimiento celular y, posteriormente, se
recolectaron las células en un tubo cónico, el cual se centrifugó a 1000 rpm a 25 °C durante
10 minutos para eliminar residuos de tripsina y otros componentes.

Para el conteo, se utilizó azul de tripano para teñir las células. Una alícuota de la sus-
pensión celular fue colocada en la cámara de Neubauer. Durante el conteo, se registró el
número de células presentes en un volumen de�nido de la cámara, y con esta información
se calculó la concentración celular en la suspensión. Este resultado permitió determinar la
cantidad total de células presentes en el volumen de la suspensión recolectada mediante:

Figura 4: Fórmula para conteo celular

La cantidad de células a sembrar en los pocillos se ajustó en función del número calculado.
El objetivo era alcanzar la densidad deseada en cada pocillo. Para esto, se calculó el volumen
de suspensión celular necesario para obtener la cantidad especí�ca de células por pocillo
utilizando:

Figura 5: Fórmula para conteo celular

19



Cada pocillo recibió el volumen calculado de la suspensión 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 colágeno con PBS (OmniPur, Calbiochem, Merck
Millipore) para obtener concentraciones de trabajo de 1, 10, 50 y 100 g/ml. Se agregó el
colágeno 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 adhesión del colágeno en el interior de los pocillos. Después de la incubación,
se sembró 5Ö104 células/mL por pocillo de las líneas celulares L929 (4 placas) y LAN-1 (4
placas). La incubación se llevó a cabo a 37 °C en un ambiente regulado con un 5 por ciento
de CO2 durante 48 horas.

Tras 24 horas de incubación, se realizaron fotografías de las células utilizando un mi-
croscopio invertido (AE31E Motic) para registrar y examinar potenciales interacciones con
el colágeno de tilapia. A las 48 horas después de la siembra de células, se llevó a cabo el
ensayo del método de reducción de metil tiazol tetrazolio (MTT), una prueba colorimétrica
que mide la viabilidad de las células basándose en la actividad mitocondrial. Este estudio
consiste en transformar MTT (un compuesto tetrazolio) en formazán, lo que produce una
coloración purpúrea en células viables.

Para el experimento de MTT, se extrajo el medio de cultivo de cada pocillo y se agregó
una solución de MTT en PBS (0.5 mg/mL), manteniendo las placas en incubación durante
4 horas. Después de la incubación, se retiró la solución de MTT y se agregó DMSO (100
g/mL por pocillo) con el objetivo de solubilizar el formazán. Se cuanti�có la absorbancia
a 570 nm en un lector de microplacas (Elx800, BioTek Instruments, Agilent Technologies),
lo que permitió examinar el impacto de las diferentes concentraciones de colágeno (1, 10,
50 y 100 g/mL) en las dos líneas celulares. Los hallazgos se contrastaron con los pocillos
de control sin colágeno con el objetivo de establecer la biocompatibilidad y seguridad del
colágeno obtenido de la piel tilapia. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software
GraphPad Prism versión 10.4.0, con el cual se generaron grá�cas de desviación estándar
para observar la viabilidad celular de ambas líneas celulares y comparar los resultados con
los pocillos de control sin colágeno.

Finalmente, se incorporaron dos placas extra de 24 pocillos con las mismas concentra-
ciones de colágeno (1, 10, 50 y 100 g/mL) y se plantaron las líneas celulares, asignando una
placa a cada línea (L929 y LAN-1). A las 24 horas de incubación, se registró la forma de las
células para estudiar los impactos de las distintas concentraciones de colágeno en cada línea
celular.
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CAPÍTULO 8

Resultados

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

Con el objetivo de evaluar la biocompatibilidad del colágeno derivado de piel de tilapia
en cocultivos con las líneas celulares de �broblastos L929 y neuroblastoma LAN-1 se realizó
un proceso de aislamiento con ácido y pepsina. Para este procedimiento se pesó 52.68 gramos
de piel de tilapia y se siguió el procedimiento de Hukmi y Sarbon (2018) [49]. Luego del
proceso de aislamiento y de lio�lización se obtuvo un total de 0.00821 gramos y una e�ciencia
del extracto de 0.0156 por ciento (Cuadro 1). Esto sugiere que sólo una mínima fracción del
colágeno fue recuperada, indicando que el método puede requerir optimización para mejorar
el rendimiento en futuras aplicaciones biomédicas.

Cuadro 2: Resultados del proceso de extracción de colágeno de piel de tilapia

Peso de la piel de tilapia (Gramos) Peso de la piel de tilapia después de lio�lización (Gramos) E�ciencia (%)

52.68 0.00821 0.0156

8.2. Caracterización de colágeno

El objetivo de este análisis fue cuanti�car el contenido de colágeno en una muestra me-
diante el cálculo del contenido de hidroxiprolina, siguiendo el método descrito en la Norma
Técnica Colombiana NTC 3750 (ICONTEC, 1995), que establece que el contenido de colá-
geno es equivalente al contenido de hidroxiprolina multiplicado por un factor de 7.46. Para
este propósito, se generó una curva de calibración utilizando soluciones estándar de hidroxi-
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prolina en un rango de concentración de 1 a 5 µg/mL, y se midió la absorbancia a 560 nm.
En la Figura 1, se presenta la curva de calibración obtenida, con la ecuación linealizada y
= 0.007x + 0.0335 y un coe�ciente de determinación R² = 0.9791, lo cual indica un alto
grado de ajuste entre los valores experimentales y el modelo lineal. Este alto R² con�rma
que el método tiene una buena precisión para �nes cuantitativos, aunque posibles desviacio-
nes menores pueden deberse a variaciones instrumentales o experimentales. Utilizando esta
ecuación, se determinó la concentración de hidroxiprolina en las muestras analizadas. Por
ejemplo, para una absorbancia promedio medida de 0.007, el valor de concentración de hi-
droxiprolina obtenido fue 0.0191 µg/mL, calculado al despejar x en la ecuación de regresión
lineal. Posteriormente, el contenido de colágeno se estimó multiplicando esta concentración
por el factor de conversión de 7.46, resultando en 0.142 µg/mL.

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

8.3. Evaluación de la biocompatibilidad del colágeno derivado
de piel de tilapia con las líneas celulares L929 y LAN-1

Luego de aislar el colágeno derivado de piel de tilapia se procedió a realizar un ensayo
de biocompatibilidad con la línea celular L929 y LAN-1. Brevemente, se sembró colágeno en
diferentes concentraciones (100 µg/ml, 50 µg/ml, 10 µg/ml, 1 µg/ml) en una placa de cultivo
celular y se co-cultivaron células durante cinco semanas. Se observó que ambas líneas celula-
res pudieron adherirse y proliferar luego de sembrarse encima del colágeno. En 24 horas de
incubación (Figura 7), se observó una distribución homogénea de células y una forma regu-
lar. Sin embargo, existen diferencias entre la con�uencia 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 incubación en colágeno. A) Control celular. B)
Concentración de 100 ug/ml de colageno. C) Concentración de 50 ug/ml de colágeno. D) Concen-
tración de 10 ug/ml de colageno. E) Concentración de 1 ug/ml de colágeno

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

Nota: (A) 100 ml de medio DMEM +4.55 ml de células LAN-1, (B) 100 ug/ml de
colágeno + 2.4 ml de PBS + 4.55 ml de células LAN-1, (C) 50 ug/ml de colágeno + 2.4 ml
de PBS + 4.55 ml de células LAN-1, (D) 10 ug/ml de colágeno + 2.4 ml de PBS + 4.55 ml
de células L929, (E) 1 ug/ml de colágeno + 2.4 ml de PBS + 4.55 ml de células LAN-1.

Para la línea celular LAN-1 se observó una menor proliferación a las 24 horas con respecto
a la línea celular L929 (Figura 7) utilizando los mismos conteos celulares. A pesar qué las
células si pudieron adherirse se observa una menor con�uencia entre 30 por ciento a 5
por ciento (Figura 8). En concentraciones elevadas de colágeno (100 ug/ml y 50 ug/ml) se
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puede observar menor proliferación celular (Figura 8C, 8D). Por ende, es posible determinar
que la línea LAN-1 mostró una proliferación y con�uencia más baja, lo que señala una
reducida adhesión y expansión celular en contraste con la línea L929. Adicionalmente, a
altas concentraciones de colágeno, ambas líneas celulares experimentaron una reducción en la
proliferación, lo que indica que un nivel de colágeno excesivo podría restringir el crecimiento
celular.

Seguidamente, se evaluó la viabilidad celular de los co-cultivos mediante a una prueba
de MTT. Los co-cultivos de la línea celular L929 y el colágeno aislado de la piel de tilapia
afectaron la viabilidad celular (Figura 9). Se observa qué a mayor concentración, se observa
una disminución signi�cativa entre 30-40 por ciento de la viabilidad celular, especialmente
para las concentraciones de 100 y 50 µg/mL de colágeno en comparación con el control.
Esto sugiere que estas altas concentraciones de colágeno aislado de piel de tilapia con la
metodología utilizada pueden ser tóxicas para las células L929, afectando negativamente su
supervivencia. Sin embargo, a las concentraciones de 10 y 1 µg/mL, la viabilidad celular se
mantiene similar al control, indicando que estas concentraciones son bien toleradas por las
células.

Figura 9: Desviación estándar de la viabilidad de la línea celular L929 según las concentraciones de
colágeno después de realizar el ensayo MTT

Nota: Los niveles de signi�cancia se representan como: (NS) No Signi�cativo; * p < 0.05
(Signi�cativo); ** p < 0.01 (Muy Signi�cativo); *** p < 0.001 (Altamente Signi�cativo). Se
utilizó un valor de p de 0.05 en un análisis de dos colas.
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En la Figura 10, se observa un comportamiento similar en los los cocultivos de la línea
celular LAN-1 con el colágeno similar a la línea L929, en donde el colágeno extraído de la
piel de tilapia también in�uyó sobre la viabilidad celular dependiendo de su concentración.
A niveles altos de colágeno, 100 ug/ml. 50 g/m y 10 ug/ml, se observa una disminución
signi�cativa de hasta 60 por ciento en la viabilidad celular con respecto al control, lo que
indica un potencial impacto citotóxico de estos niveles en las células LAN-1. No obstante,
en niveles de 10 y 1 g/mL de colágeno, la viabilidad celular de las células LAN-1 se observa
una disminución 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.

Figura 10: Desviación estándar de la viabilidad de la línea celular LAN-1 según las concentraciones
de colágeno después de realizar el ensayo MTT

Nota: los niveles de signi�cancia se representan como (NS) no signi�cativo; * p < 0.05
(signi�cativo); ** p < 0.01 (muy signi�cativo); *** p < 0.001 (altamente signi�cativo). Se
utilizó un valor de p de 0.05 en un análisis de dos colas.
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8.4. Evaluación de la morfología celular de las líneas L929 y
LAN-1 en cocultivos con diferentes concentraciones de
colágeno

Con el objetivo de evaluar el impacto de diferentes concentraciones de colágeno derivado
de piel de tilapia sobre la morfología de la línea celular L929 y LAN-1 se procedió a hacer
una evaluación utilizando un microscopio invertido a los 5 días de cocultivo con colágeno
extraído de la piel de tilapia. Especí�camente, se quería determinar si existían diferencias en
la morfología celular al variar en la concentración in�uye.. En condiciones de control, sin la
adición de colágeno, las células L929 exhibieron una morfología característica de �broblastos,
con forma alargada y fusiforme (Figura 11a). Se observó un monocapa celular bien adherida
al sustrato, con escaso espacio intercelular y núcleos ovalados en el centro de las células. En
cocultivos con 100 µg/mL de colágeno (Figura 11b), las células mostraron una tendencia a
agruparse en cúmulos más compactos en comparación con el control. La forma celular se
mantuvo alargada, pero se observó una disminución en la extensión de los procesos celulares.
En 50 µg/mL de colágeno (Figura 11c), las células presentaron una morfología similar a la
observada en el control, con células alargadas y bien adheridas al sustrato. Sin embargo, se
observa un ligero aumento en el tamaño celular en comparación con el grupo control. En
concentración de 10 µg/mL (Figura 11d) de colágeno, las células mantuvieron una morfología
similar a la del control, con células alargadas y bien adheridas. No se observaron cambios
signi�cativos en comparación con el grupo control. Finalmente, a la concentración más baja
de colágeno, 1 µg/mL de colágeno, las células mostraron una morfología más redondeada
y menos adherida al sustrato en comparación con el control (Figura 11e). Se observó un
aumento en el espacio intercelular y una disminución en la extensión de los procesos celulares.

Estos resultados sugieren que la concentración de colágeno en el medio de cultivo tiene
un impacto sobre la morfología de las células L929, y apoya lo observado en el ensayo de
MTT. A mayor concentración de colágeno (100 µg/mL) promueve la formación de cúmulos
celulares y una disminución en la extensión de los procesos celulares, lo que podría indicar
una mayor adhesión entre las células y una menor interacción con el sustrato. Por otro lado,
la concentraciones intermedias (50 µg/mL y 10 µg/mL) no produjeron cambios drásticos
en la morfología celular en comparación con el control, sugiriendo que estas concentracio-
nes podrían ser óptimas para el crecimiento y proliferación de estas células. Finalmente, la
concentración más baja de colágeno (1 µg/mL) resultó en una morfología celular más redon-
deada y menos adherida, lo que podría indicar condiciones subóptimas para el crecimiento
celular

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de colágeno
derivado de piel de tilapia sobre la viabilidad de las células L929 y LAN-1, analizando el
porcentaje de células vivas y muertas en cada condición utilizando azul de tripano. En la
línea celular LAN-1, el control mostró un 64 por ciento de células vivas frente a un 36
por ciento de células muertas. A 100 µg/ml, hubo una disminución con un 40 por ciento
de células vivas y un 60 por ciento de muertas, mientras que a 50 µg/ml se observó una
mayor viabilidad, con un 67 por ciento de células vivas y un 33 por ciento de muertas. A
concentraciones más bajas de 10 µg/ml y 1 µg/ml, el porcentaje de células vivas aumentó
ligeramente. En cuanto a las células L929, el control mostró un 83 por ciento de células vivas
frente a un 17 por ciento de muertas. A 100 µg/ml, se observó 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 µg/ml hubo un
notable aumento en el porcentaje de células vivas (66 por ciento) en comparación con las
muertas (34 por ciento), lo que sugiere un posible efecto citotóxico a concentraciones altas.
A 10 µg/ml y 1 µg/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 conclusión, los resultados indican que
concentraciones bajas de colágeno (1 y 10 µg/ml) son más compatibles con la viabilidad de
ambas líneas 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: Morfología de línea celular L929. A) Control celular. B) Concentración de 100 ug/ml de
colágeno. C) Concentración de 50 ug/ml de colágeno. D) Concentración de 10 ug/ml de colágeno.
E) Concentración de 1 ug/ml de colágeno

Asimismo, se evaluó de igual forma la morfología de la línea celular LAN-1 en cocultivos
con diferentes concentraciones de colágeno (1, 10, 50 y 100 µg/mL) en comparación con un
control sin colágeno. En la �gura 12a se observa la morfología de la línea celular LAN-1 en
donde se observa una forma redondeada ligeramente elongada y la presencia de múltiples
neuritas cortas y �nas. Las células se observaron adheridas al sustrato y formando pequeños
agregados. Mientras que a concentración de 100 µg/mL se observó una marcada disminución
en la cantidad de la estructura similar a neuritas por célula en comparación con el control
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(Figura 12b). Las células adoptaron una forma más redondeada y presentaron un aspecto
más compacto. Además, se observó una tendencia a la formación de agregados celulares más
grandes y densos. En la concentración de 50 µg/mL (Figura 12c) se observó que algunas
células estaban desadheridas y su forma redonda sugieren el inicio de la apoptosis. Siendo
un efecto similar al observado en la concentración de 100 µg/mL. Las células mostraron una
disminución en la longitud y número de neuritas en comparación con el control, pero en
menor medida que a la concentración más alta. En concentración de 10 µg/mL (Figura 12d)
la morfología celular se asemejó más al control, con células presentando múltiples neuritas y
formando agregados de tamaño moderado. Sin embargo, se observó una ligera disminución en
la longitud de las neuritas en comparación con el control. Finalmente, en concentración más
baja de colágeno, 1 µg/mL, la morfología celular fue muy similar al control, sin diferencias
signi�cativas en la forma celular o número o longitud de las neuritas (Figura 12e).
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Figura 12: Morfología de línea celular LAN-1. A) Control celular. B) Concentración de 100 ug/mL de
colágeno. C) Concentración de 50 ug/mL de colágeno. D) Concentración de 10 ug/mL de colágeno.
E) Concentración de 1 ug/mL de colágeno
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CAPÍTULO 9

Discusión

Las muertes relacionadas a quemaduras han aumentado a nivel mundial, especí�camen-
te en países en vías de desarrollo. Las quemaduras graves causan desvitalización del tejido,
exudados y proliferación de microorganismos, lo que hace crucial el uso de terapia húmeda
con apósitos oclusivos. Los apósitos deben elegirse según las necesidades especí�cas de cada
quemadura, ya que facilitan la cicatrización. El colágeno se utiliza frecuentemente como apó-
sitos para la curación de heridas. El colágeno utilizado en apósitos se obtiene generalmente
de extractos de piel de vacas, cerdos o peces. Sin embargo, el uso de colágeno animal en
apósitos para heridas presenta la desventaja del riesgo de desencadenar ciertos riesgos se-
cundarios y su obtención puede llegar a ser difícil. La piel de tilapia ofrece ser una alternativa
a considerar debido a que su cultivo ha aumentado en países en vías de desarrollo y la piel
se descarta fácilmente. Además, 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 utilizó a la piel de tilapia como fuente de colágeno. Se trabajó con
una extracción por medio de ácidos y pepsina propuesto por Hukmi y Sarbon (2018) [49]
para tener un producto más puro. Esta metodología se llevó a cabo para eliminar proteínas
no colagenosas y grasas, a manera de aumentar la pureza del colágeno para su uso en
aplicaciones biomédicas, en donde la biocompatibilidad y estabilidad son críticas [51]. Estos
resultados concuerdan con la observación que enfatiza la importancia de eliminar proteínas
no colagenosas para incrementar la biocompatibilidad del colágeno y reducir el riesgo de
reacciones adversas en el organismo, como in�amación o rechazo [52]. El colágeno es una
proteína predominante en los tejidos conectivos, reconocida por su resistencia y �exibilidad,
lo cual la convierte en un biomaterial esencial para aplicaciones médicas [41]. La preservación
de la triple hélice del colágeno es fundamental para mantener sus propiedades mecánicas y
su capacidad de formar �brillas, lo cual es esencial para su función en los tejidos conectivos
[41]. Asimismo, la teoría respalda que la eliminación de proteínas no colagenosas incrementa
la estabilidad térmica y la resistencia del colágeno, lo cual es fundamental para su uso en
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la ingeniería de tejidos y la curación de heridas, donde el colágeno sirve como matriz que
facilita la adhesión, proliferación y diferenciación de células [52], [53]. En la cicatrización
de heridas, el colágeno puri�cado crea un entorno propicio para la regeneración del tejido,
proporcionando protección contra infecciones y acelerando la recuperación, lo que refuerza
su e�cacia en aplicaciones biomédicas. En este estudio no evaluamos la presencia de otras
proteínas no colagenosas ni de los residuos de grasa, sin embargo, se pudo haber realizado un
SDS page para evaluar los residuos de estas proteínas [54] y también un análisis para observar
grasas residuales mediante el método de Soxhlet, que es un procedimiento ampliamente
utilizado para la extracción de lípidos o grasas de muestras biológicas. En este proceso, se
utiliza un disolvente orgánico, como el éter de petróleo, que disuelve las grasas presentes en
la muestra de colágeno. La muestra, previamente secada y pesada, se coloca en una celda de
extracción, 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 extracción completa. Al �nalizar, se evapora el disolvente, dejando solo
las grasas extraídas, las cuales se cuanti�can por pesaje. Este procedimiento es efectivo y
permite identi�car y cuanti�car las grasas residuales, lo que puede ser relevante para evaluar
la pureza del colágeno en aplicaciones biomédicas [55].

El uso de ácidos en la extracción pueden alterar la estructura y propiedad del colágeno,
especí�camente su gelatinización. Debido a que en este estudio se utilizó ácido acetico se
puede inferir qué pudo haber afectado tanto a proteínas no colagenosas como al colágeno,
principalmente en su viscosidad y elasticidad original en el tejido conectivo. Para esto se pudo
haber realizado un ensayo de viscosidad para medir cómo la extracción con ácido in�uye en
la �uidez del colágeno, y un ensayo de elasticidad para observar cómo cambia su capacidad
para recuperar su forma original después de una deformación. Estos análisis permitirían
cuanti�car el impacto de la desnaturalización del colágeno sobre sus propiedades mecánicas.
Un ensayo comúnmente utilizado para evaluar la viscosidad y elasticidad del colágeno es
el análisis reología, que mide la respuesta del material a fuerzas aplicadas, proporcionando
información sobre su comportamiento bajo estrés [56].

Estudios previos han demostrado que el tratamiento con ácidos orgánicos como el acético
induce la ruptura de los enlaces peptídicos expuestos en la super�cie de las �bras de colá-
geno, lo que resulta en una disminución de la interacción entre las moléculas de colágeno y,
por consiguiente, en una reducción de la viscosidad [56]. Además de la posible reducción de
la viscosidad, podría haberse observado una mejora en la pureza del colágeno obtenido. La
eliminación de las impurezas proteicas no colagenosas, como las elastinas y las glicoproteínas,
podría deberse a la solubilización selectiva de estas proteínas en el medio ácido. Esta puri�ca-
ción parcial del colágeno se supone que es fundamental para garantizar su biocompatibilidad
y minimizar el riesgo de reacciones inmunológicas adversas en aplicaciones biomédicas [41].
Sin embargo, no se cuenta con pruebas directas que respalden que dicha eliminación ocurra
de manera efectiva. La presencia de impurezas proteicas en el colágeno podría inducir una
respuesta in�amatoria y afectar negativamente la cicatrización de heridas [57]. Para evaluar
este efecto, sería útil realizar análisis adicionales, como la caracterización de las impurezas
remanentes tras el proceso de extracción, para obtener evidencia que con�rme o refute esta
hipótesis.

El proceso de aislamiento de colágeno soluble en pepsina (PSC) podría haber resultado
en la obtención 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 e�ciencia baja de 0.0156 por ciento, lo que indica una e�ciencia baja en
la extracción, la cual pudo haber sido in�uenciada por factores como la concentración in-
su�ciente de pepsina, el tiempo de incubación corto, la temperatura subóptima durante el
proceso o la presencia de impurezas que inter�eren con la solubilización del colágeno. En
este estudio se implemento un segundo paso de puri�cacion utilizando pepsina. La pepsi-
na es una endopeptidasa especí�ca qué detectalos enlaces peptídicos del lado carboxilo de
los aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina y triptófano), hidroliza selectivamente las
regiones telopéptidas del colágeno, incrementando así su solubilidad en soluciones ácidas
[51]. Este aumento en la solubilidad es fundamental para la incorporación del colágeno en
sistemas biológicos y para su posterior procesamiento.

El valor obtenido para la concentración de colágeno en las escamas de tilapia, calculado
mediante la ecuación de regresión lineal, fue de 0.142 g/mL. Este resultado se determinó
multiplicando la concentración de hidroxiprolina obtenida experimentalmente (0.0191 g/mL)
por el factor de conversión 7.46, establecido en la Norma Técnica Colombiana NTC 3750.
Este factor es ampliamente utilizado para estimar el contenido de colágeno en tejidos bio-
lógicos debido a su relación comprobada entre la cantidad de hidroxiprolina y el contenido
total de colágeno [58]. El valor teórico de colágeno 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 precisión de los resultados. La correcta aplicación del método descrito en
la NTC 3750 y el ajuste adecuado de la curva de calibración con un coe�ciente de deter-
minación R2=0.9791 son elementos clave que aseguran la �abilidad de los datos obtenidos
entre los experimentales y teóricos. Cabe destacar que otros estudios han reportado rangos
similares al obtenido en este trabajo. Por ejemplo: López et al. (2018) [50] encontraron con-
centraciones de colágeno en escamas de pescado de 0.12 a 0.18 g/mL, dependiendo del tipo
de preparación y puri�cación utilizada. López et al. (2008) [59], en un estudio sobre tejidos
biológicos, identi�caron valores en el rango de 0.1 a 0.25 g/mL para muestras similares a las
utilizadas en este análisis. En un análisis de tejidos biológicos 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 colágeno que
es representativo de este tipo de tejido. Además, el uso del factor de conversión 7.46 ha
demostrado ser un método con�able para la cuanti�cación en este tipo de análisis, como lo
han validado estudios mencionados anteriormente [58].

Los cocultivos de líneas celulares con colágeno mostraron cambios en la morfología de las
líneas L929 y LAN-1. Las imágenes de microscopía óptica (Figura 11) muestran claramente
que las células L929 cultivadas en presencia de 50 y 10 g/ml de colágeno presentan una
morfología más extendida y una mayor densidad celular en comparación con las células
cultivadas en concentraciones más altas. Las células se adhieren �rmemente al sustrato
y forman una monocapa celular más homogénea, lo que sugiere una mejor viabilidad y
proliferación. Estos resultados son consistentes con los datos del ensayo MTT y con estudios
previos que han demostrado que una mayor concentración de colágeno proporciona un mayor
número de sitios de adhesión para las células, favoreciendo la formación de focos adhesivos y
la activación de las vías de señalización involucradas en la proliferación celular. En particular,
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el estudio de Madsen et al. (2014) [61] indicó que las concentraciones intermedias o bajas de
colágeno favorecen la adhesión celular y mejoran la formación de una estructura homogénea
en cultivos celulares. De manera similar, en el trabajo de Pham et al. (2015) [62] se observó
que el colágeno, a concentraciones óptimas, promovió la adhesión y migración celular, lo
cual es crucial para procesos como la cicatrización de heridas. Sin embargo, es importante
considerar la posibilidad de que existan concentraciones óptimas de colágeno para cada tipo
celular y aplicación, y que concentraciones excesivamente altas puedan inhibir la movilidad
celular y afectar la diferenciación [63].

Las micrografías de las células LAN-1 expuestas a distintas concentraciones de colágeno
(Figura 12) revelan patrones de crecimiento y morfología celular sorprendentemente hetero-
géneos. Es particularmente llamativo el contraste entre las células cultivadas en presencia
de 100 g/ml (Figura 12B) y 1 g/ml (Figura 12E) de colágeno, en comparación con el control
(Figura 12A). Las células cultivadas en presencia de 100 g/ml de colágeno exhiben un cambio
drástico en su morfología, adoptando una forma más redondeada y circular, con una menor
adhesión al sustrato y una disminución en la formación de prolongaciones celulares. Este
fenómeno contrasta marcadamente con las células de control, que presentan una morfología
más extendida y aplanada, característica de células adheridas y proliferantes. Este cambio
morfológico sugiere una alteración en la capacidad de las células LAN-1 para interactuar
con el sustrato de colágeno a altas concentraciones. En el contexto del neuroblastoma, se
ha observado que estas células pueden no crecer adecuadamente en presencia de colágeno
debido a la falta de una matriz extracelular que favorezca su proliferación en el entorno del
sistema nervioso central (SNC). En el SNC, el colágeno es escaso comparado con otros teji-
dos, lo que podría interferir con la habilidad de las células del neuroblastoma para adherirse
y proliferar en cultivos tridimensionales o en presencia de altas concentraciones de colágeno,
como se ha sugerido en estudios previos sobre la interacción entre células de neuroblastoma
y la matriz extracelular [63]. Esta limitación en la interacción con el colágeno podría estar
relacionada con el entorno especí�co del SNC, que carece de las cantidades adecuadas de
colágeno para facilitar el crecimiento celular. Es posible que la alta densidad de �bras de
colágeno en este entorno di�culte la formación de adhesiones focales estables y la reorganiza-
ción del citoesqueleto, lo que a su vez podría inhibir la señalización celular necesaria para la
proliferación y migración [64]. Por otro lado, las células cultivadas en presencia de 1 g/ml de
colágeno también muestran una morfología alterada en comparación con el control. En este
caso, las células tienden a agruparse y formar cúmulos, sugiriendo una posible disminución
en la adhesión celular individual. Esta observación podría estar relacionada con la escasez
de sitios de unión para las integrinas en un entorno con baja concentración de colágeno,
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 colágeno pueden tener
efectos adversos sobre la morfología y comportamiento de las células LAN-1. La concen-
tración óptima de colágeno para promover una adhesión y proliferación celular adecuadas
parece estar en un rango intermedio.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la concentración de colágeno
tiene un efecto signi�cativo sobre la viabilidad de las células L929. Las células expuestas
a concentraciones de 100 g/ml de colágeno mostraron una disminución signi�cativa en su
viabilidad en comparación con el grupo control. Estos hallazgos sugieren que altas concen-
traciones de colágeno pueden inducir estrés celular y, eventualmente, la muerte celular con la
metodologia de extraccion utilizada. Este fenómeno ha sido reportado previamente en otros
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estudios y se atribuye a diversos mecanismos, como la generación de especies reactivas de
oxígeno, la alteración de la adhesión celular y la disrupción de la matriz extracelular [65]. Por
otro lado, las células cultivadas en concentraciones más bajas de colágeno (50, 10 y 1 g/ml)
mostraron una viabilidad similar al grupo control, indicando que estas concentraciones son
bien toleradas por las células L929. Estos resultados sugieren que existe un rango óptimo
de concentración de colágeno para promover la supervivencia y proliferación celular. La ca-
pacidad del colágeno para modular la viabilidad celular tiene implicaciones importantes en
diversas aplicaciones biomédicas, como la ingeniería de tejidos y la cicatrización de heridas.

Los resultados de evaluacion de morfologia obtenidos (Figura 12) con�rman lo observado
en la prueba MTT para la línea celular LAN-1 en donde esta presenta una sensibilidad
diferencial a las distintas concentraciones de colágeno en comparación con la línea celular
L929. A una concentración alta de colágeno (100 µg/ml), ambas líneas celulares evidencian
una disminución signi�cativa en la viabilidad, con una reducción más marcada en LAN-1.
A una concentración intermedia (50 µg/ml), la viabilidad de LAN-1 sigue siendo afectada
signi�cativamente, aunque en menor medida que a 100 µg/mL, mientras que la línea L929
experimenta una reducción menos pronunciada. En 10 µg/mL de colágeno, las células LAN-
1 muestran una disminución altamente signi�cativa en su viabilidad, mientras que esta
concentración tiene un impacto menos severo en la línea L929. Finalmente, a la concentración
más baja de colágeno (1 µg/ml), no se observa una diferencia signi�cativa en la viabilidad
celular de LAN-1, lo cual es consistente con la respuesta observada en L929 en esta misma
concentración. Estos hallazgos sugieren que las células LAN-1 son más sensibles a cambios en
la concentración de colágeno, requiriendo un rango estrecho de concentraciones óptimas para
mantener su viabilidad. Esta mayor sensibilidad podría estar relacionada con diferencias
en la expresión de receptores de adhesión, como las integrinas, o en la organización del
citoesqueleto, lo que afectaría la capacidad de estas células para interactuar con la matriz
extracelular y recibir señales de supervivencia [64]. Además, las células LAN-1 podrían tener
necesidades nutricionales y metabólicas especí�cas, 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 podrían explicar su elevada sensibilidad a variaciones en la
concentración de colágeno.

El ensayo de exclusión con azul de tripano permitió evaluar la viabilidad celular de las
líneas LAN-1 y L929 en presencia de diferentes concentraciones de colágeno. Este colorante
vital se une a las proteínas intracelulares de las células con membranas dañadas, lo que
permite diferenciar entre células vivas y muertas. Los resultados obtenidos indican que la
concentración de colágeno puede afectar la viabilidad celular, siendo la línea celular LAN-1
más sensible a los cambios en la concentración de colágeno en comparación con la línea celular
L929. La disminución de la viabilidad celular observada en algunas condiciones puede estar
relacionada con diversos factores, como la formación de agregados celulares, la alteración de
la adhesión celular o la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) inducidas por el
colágeno. Estudios previos han demostrado que concentraciones elevadas de colágeno pueden
inducir estrés oxidativo y apoptosis en células cultivadas [12]. Es importante destacar que
en este estudio se utilizó el azul de tripano como colorante vital, ya que el azul de metileno
no estaba disponible. Aunque ambos colorantes se utilizan comúnmente para evaluar la
viabilidad celular, el azul de tripano es más especí�co para detectar células con membranas
dañadas.
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La morfología de la línea celular L929 sugiere que la concentración de colágeno en el
medio afecta su comportamiento y morfología (Figura 11). Al analizar las micrografías, se
observa que las concentraciones más altas de colágeno (100 µg/ml) inducen la formación
de cúmulos celulares y una disminución en la extensión de los procesos celulares, lo que
sugiere una alteración en los mecanismos de adhesión, migración celular y el inicio de la
apoptosis. La apoptosis, o muerte celular programada, puede ser inducida por la alteración
en las interacciones de las células con la matriz extracelular. Se ha demostrado que la ma-
triz extracelular, incluida el colágeno, 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 colágeno, las células pueden perder la capa-
cidad de mantener una adhesión adecuada, lo que podría activar vías apoptóticas. Estas
concentraciones elevadas también alteran la dinámica de la adhesión celular, lo que puede
llevar a la activación de cascadas de señalización apoptótica [67]. Estos hallazgos concuer-
dan con estudios previos que han demostrado que concentraciones excesivas de colágeno
pueden inhibir la proliferación celular y promover la formación de una matriz extracelular
densa y rígida, lo que restringe la movilidad celular [65]. Por otro lado, las concentraciones
intermedias de colágeno (50 y 10 µg/ml) favorecieron una morfología celular similar a la
del control, indicando que estas concentraciones podrían proporcionar un microambiente
óptimo para el crecimiento y proliferación de las células L929. A pesar de la baja concen-
tración de colágeno (1 µg/mL), las células muestran una viabilidad alta, lo cual indica que
la cantidad de colágeno es su�ciente para mantener la supervivencia celular. Sin embargo,
la morfología observada es más redondeada y menos adherida, lo que sugiere que, aunque
las células permanecen viables, su interacción con la matriz extracelular es limitada. Esto
podría estar relacionado con una menor disponibilidad de sitios de unión para las integrinas,
lo cual reduce la capacidad de las células para formar contactos focales fuertes y organizar su
citoesqueleto de forma óptima [64]. Estos resultados enfatizan la importancia de optimizar
la concentración de colágeno en los cultivos celulares para obtener una morfología y función
celular adecuadas, lo cual es fundamental para el éxito de diversos estudios in vitro, como
la ingeniería de tejidos y los modelos de enfermedad

Los resultados obtenidos en este estudio (Figura 12) evidencian que la concentración de
colágeno en el medio de cultivo afecta la morfología 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 colágeno en este tejido. A
diferencia de otros tejidos, el sistema nervioso central (SNC) tiene una cantidad limitada
de colágeno, especialmente en la matriz extracelular, que juega un papel crucial en la re-
gulación de la migración y proliferación celular. Estudios previos han demostrado que la
matriz extracelular, incluida la presencia de colágeno, in�uye en el comportamiento celular.
En el caso del SNC, las altas concentraciones de colágeno pueden inhibir la proliferación
celular y la migración, ya que este exceso podría alterar las interacciones celulares normales
y modi�car la arquitectura de la matriz extracelular, lo que a su vez limita la capacidad
de las células para crecer y diferenciarse adecuadamente [68]. Además, se ha observado que
la densidad de colágeno puede regular la respuesta inmunitaria, lo que implica que en un
entorno con colágeno más denso, las células pueden experimentar una activación o inhibición
de rutas de señalización, afectando su capacidad para realizar funciones normales como la
proliferación y la migración [64]. Estos resultados pueden ser relevantes al analizar cómo
las células LAN-1, derivadas del SNC, responden a diferentes concentraciones de colágeno
[68]. Al analizar las micrografías, se observa que las concentraciones más altas de colágeno
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(100 µg/mL) inducen una disminución marcada en la longitud y número de neuritas, así
como una tendencia a la formación de agregados celulares más compactos. Estos hallazgos
sugieren que altas concentraciones de colágeno pueden interferir con los procesos de neuri-
togénesis y afectar la adhesión celular, lo que podría estar relacionado con alteraciones en
la organización del citoesqueleto y en la dinámica de los microtúbulos, fundamentales para
el crecimiento y extensión de las neuritas [69]. Por otro lado, las concentraciones interme-
dias de colágeno (50 y 10 µg/mL) mostraron un efecto menos pronunciado, sugiriendo que
estas concentraciones podrían proporcionar un microambiente más favorable para el man-
tenimiento de la morfología neuronal. Sin embargo, la concentración más baja de colágeno
(1 µg/mL) no mostró diferencias signi�cativas en comparación con el control, lo que indica
que una cantidad mínima de colágeno es necesaria para sustentar la adhesión y morfología
neuronal.
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CAPÍTULO 10

Conclusiones

El proceso de extracción enzimática utilizando enzimas proteolíticas resultó ser un méto-
do efectivo y e�ciente para aislar colágeno de la piel de tilapia. Este método no sólo permite
la recuperación de colágeno en cantidad adecuada, sino que además mantiene intactas sus
propiedades estructurales, como la disposición �brilar y la integridad de las proteínas. La
elección de este método responde a la necesidad de obtener un colágeno que sea funcional-
mente viable para aplicaciones biomédicas, dado que los tratamientos enzimáticos reducen
impurezas sin comprometer la calidad del colágeno. En conclusión, este procedimiento ga-
rantiza que el colágeno aislado tenga potencial para aplicaciones en ingeniería de tejidos y
cicatrización de heridas, cumpliendo con los requisitos de calidad y pureza necesarios.

Mediante observaciones microscópicas, se logró examinar con detalle la interacción en-
tre las células L929 y LAN-1 y el colágeno extraído de piel de tilapia. Se evidenció que
ambas líneas celulares son capaces de adherirse de manera efectiva y distribuirse adecuada-
mente sobre la matriz de colágeno, lo cual indica que este material proporciona un entorno
biológicamente compatible. La estructura �brilar del colágeno actuó como una matriz tri-
dimensional, facilitando la proliferación y disposición uniforme de las células, lo cual es un
indicativo positivo para su uso en la ingeniería de tejidos. Este comportamiento sugiere que
el colágeno de tilapia podría usarse como un biomaterial para la regeneración celular en
heridas, ya que puede sostener la estructura celular de manera similar al tejido natural,
promoviendo una cicatrización más e�ciente.

Los ensayos de biocompatibilidad realizados mediante el método MTT y la tinción con
Azul de Tripano mostraron resultados prometedores, evidenciando que el colágeno en con-
centraciones medias, no presenta toxicidad para las células L929 y LAN-1. Estos ensayos
con�rmaron que las células mantenían su viabilidad y actividad metabólica sobre el colá-
geno, lo que sugiere que este biomaterial es seguro y compatible con el crecimiento celular.
Esta característica es esencial para su aplicación en curación de heridas, ya que un bio-
material biocompatible minimiza el riesgo de reacciones adversas y facilita la integración
del material en los tejidos del paciente. Además, los resultados respaldan la idea de que el
colágeno de tilapia podría actuar como una plataforma de soporte para la regeneración ce-
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lular, favoreciendo no solo la cicatrización sino también la recuperación funcional del tejido
dañado.
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CAPÍTULO 11

Recomendaciones

Para determinar completamente la biocompatibilidad del colágeno de tilapia, es impres-
cindible ampliar los ensayos a diversas clases de líneas celulares, tales como �broblastos
humanos (como la línea celular HFF-1) y queratinocitos (HaCaT), puesto que estas células
juegan un rol vital en la cicatrización y regeneración cutánea. Analizar la reacción de estas
células proporcionará una perspectiva más integral acerca del comportamiento del colágeno
en un entorno parecido al de la piel humana. Adicionalmente, investigaciones con células de
sistemas inmunológicos, tales como macrófagos (THP-1) y células dendríticas, pueden con-
tribuir a comprender si el colágeno desencadena alguna reacción in�amatoria 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 cicatrización. Estas investigaciones posibilitarán la valoración de la incorporación
del colágeno en los tejidos y examinar su biodegradabilidad, biocompatibilidad y efecto a
largo alcance. Además, ofrecerán datos acerca de la habilidad del colágeno para fomentar
la cicatrización 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 colágeno de tilapia ha demostrado una estructura y biocompatibilidad alenta-
doras, investigar su aplicación en hidrogeles y andamios representa una oportunidad signi-
�cativa para usos en medicina regenerativa y curación de heridas. Los hidrogeles hechos de
colágeno podrían ser perfectos para usos en quemaduras, dado que poseen una gran capa-
cidad para absorber líquidos, lo que contribuye a mantener la herida húmeda y simpli�ca
el proceso de curación. Además, los hidrogeles pueden funcionar como medios para la libe-
ración regulada de medicamentos, tales como antibióticos o factores de crecimiento, lo que
mejora la recuperación del tejido perjudicado. Para los andamios de ingeniería tejidos, es
esencial llevar a cabo ensayos de resistencia mecánica y elasticidad, ya que estos materiales
deben resistir las fuerzas y tensiones que se encuentran en los tejidos del cuerpo. El colágeno
necesita mantener su integridad estructural y ofrecer un respaldo apropiado para la prolife-
ración y diferenciación celular, facilitando de esta manera la regeneración de tejidos como
la piel, el cartílago o el hueso. Adicionalmente, se aconseja valorar la habilidad del colágeno
para absorber agua y su estabilidad bajo condiciones �siológicas, dado que estos elementos
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in�uyen directamente en su habilidad para integrarse y mantener el crecimiento celular de
forma correcta.

Teniendo en cuenta que el colágeno de tilapia es asequible y una fuente bastante abun-
dante, investigar colágenos de otras especies marinas, como la piel de bagre, el tiburón o
incluso especies menos explotadas como la medusa, podría diversi�car y abaratar aún más la
producción de colágeno marítimo. El estudio de estos recursos alternativos permitirá valorar
si también poseen características bene�ciosas para usos biomédicos y podría disminuir la
necesidad de especies particulares, aportando a una cadena de suministro más resistente y
sustentable. Es aconsejable llevar a cabo estudios comparativos respecto a características
mecánicas, pureza, composición de aminoácidos y facilidad de extracción. Además, sería
provechoso analizar el efecto medioambiental y los gastos vinculados a la recolección y tra-
tamiento de estos materiales en relación con el colágeno tradicional de ganado o porcino.
Esto podría generar nuevas oportunidades en el sector biomédico, haciendo más accesibles
los productos de colágeno para usos médicos para sistemas sanitarios de escasos recursos o
en naciones en desarrollo.
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CAPÍTULO 13

Anexos

13.1. Preparación de la muestra

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

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

13.3. Extracción de colágeno con ácido acético

Figura 15: Colágeno extraído de la piel de tilapia soluble en ácido acético
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13.4. Lio�lización de la muestra

Figura 16: Muestra lio�lizada en lio�lizador (Pro Freeze Dryer, Harvest Right, Utah, USA)

13.5. Incubación de líneas celulares LAN-1 y L929

Figura 17: Células LAN-1 bajo microscopio invertido (x100) con un período de incubación en medio
DMEM de 24 horas
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Figura 18: Células L929 bajo microscopio invertido (x100) con un período de incubación en medio
DMEM de 24 horas
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