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PRESENTE

Por este medio le informo que en la sesion Ordinaria de Consejo Interno de Posgrado celebrada el
miércoles 17 de febrero de 2021, se analizé su solicitud asignacion de jurado revisor para el escrito
de tesis titulado “Generacién y bioevaluacion de andamios de poli-3-hidroxibutirato (P3HB)
con potencial aplicacion en ingenieria tisular”, después de analizar su propuesta el Consejo

designo el siguiente jurado:

1. Dr. Jesus Rivera Islas Presidente
2. Dra. Angélica Ortega Garcia Secretaria
3. Dr. Bernardo Campillo lllanes Vocal 1
4. Dr. Daniel Genaro Segura Gonzalez Vocal 2
5. Dra. Jessica Nayelli Sanchez Carranza Vocal 3

Se le solicita entregar la tesis al jurado designado y dar fluidez a los tramites como se indica en el

manual de procedimientos.

Esperando que esta resolucion sea en beneficio de su desempefio académico, y sin otro particular

por el momento, reciba un cordial saludo.
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DR. SERGIO ALCALA ALCALA
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RESUMEN

En la actualidad la medicina regenerativa e ingenieria tisular han tenido avances que
han permitido construir érganos y tejidos con el uso de biomateriales y células. La ingenieria
de tejidos se basa en tres pilares principales: i) la generacién de una biomatriz empleando

biomateriales, ii) la aplicacién de células vy iii) el uso de moléculas bioactivas.

El objetivo del presente trabajo es generar andamios de P3HB por impresién 3D y
moldeado en placa, a partir del biopolimero recuperado por los métodos de ruptura y
extraccion con etanol-acetona y por secado por aspersion-SDS, para evaluar su
biocompatibilidad con células epidérmicas HaCaT, como modelo potencial que permita la
formacion de un tejido funcional. Los andamios fueron caracterizados por microscopia
electronica de barrido (SEM) y se determinaron sus propiedades fisicoquimicas y
mecanicas previo a los ensayos de biocompatibilidad.

Los resultados mostraron que, independientemente del método de recuperacion del
P3HB y de la morfologia superficial de los andamios, tanto los andamios generados por
impresién 3D como los generados por moldeado en placa tuvieron superficies hidrofilicas
(dngulos de contacto menor a 90°). En cuanto al ensayo de biocompatibilidad, solo fue
posible realizarlo para el andamio generado por impresion 3D sin y con poros, a partir de
P3HB recuperado por el método de ruptura y extracciéon con etanol-acetona. No obstante
lo anterior, se obtuvieron resultados satisfactorios para estos ensayos, lograndose una
mayor proliferacion celular y con apariencia homogénea sobre el andamio de P3HB sin
poros.

Debido a la emergencia sanitaria ocasionada por SARS-CoV2, misma que limité el
desarrollo de la presente investigacion a partir del 16 de marzo de 2020, solo se logré
realizar satisfactoriamente los ensayos de diferenciacion celular en un medio especifico que
emula las condiciones fisiol6gicas de la piel para la formacién de sus diferentes estratos,

previo a estos mismos ensayos, pero de células cultivadas sobre los andamios de P3HB.

Con base a lo anterior, los andamios de P3HB mostraron propiedades fisicoquimicas
adecuadas para ser biocompatibles y lograr la funcionalidad de sustituto de piel, lo cual

sugiere una potencial aplicacién en el campo clinico.
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ABSTRACT

Currently regenerative medicine and tissue engineering have made advances that have
allowed possible build organs and tissues with the use of biomaterials and cells. Tissue
engineering is based on three main pillars: i) the generation of a biomatrix using

biomaterials, ii) the application of cells and iii) the use of bioactive molecules.

The aim of the present work is to generate P3HB scaffolds by 3D printing and plate molding,
from the biopolymer recovered by breaking and extraction methods with ethanol-acetone
and by spray drying-SDS to evaluate its biocompatibility with HaCaT epidermal cells, as a
potential model that allows the formation of a functional tissue. The scaffolds were
characterized using scanning electron microscopy (SEM) and their physicochemical and
mechanical properties were determined before to the biocompatibility assays.

The results showed that, regardless of the P3HB recovery method and the surface
morphology of the scaffolds, both the scaffolds generated by 3D printing and those
generated by plate molding had hydrophilic surfaces (contact angles less than 90°). As for
the biocompatibility assay, it was only possible to perform it for the scaffold generated by 3D
printing without and with pores, from P3HB recovered by the method of rupture and
extraction with ethanol-acetone. Nevertheless, satisfactory results were obtained for these
assays, achieving a higher cell proliferation and homogeneous appearance on the P3HB
scaffold without pores.

Due to the sanitary emergency caused by SARS-CoV2, which limited the development of
the present research from March 16, 2020, we were only able to perform satisfactorily the
cell differentiation assays in a specific medium that emulates the physiological conditions of
the skin for the formation of its different layers, before to these same assays, but of cells
cultured on the P3HB scaffolds.

Based on the above, the P3HB scaffolds showed adequate physicochemical properties to

be biocompatible and achieve skin substitute functionality, suggesting a potential application

in the clinical field.
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1. INTRODUCCION

La piel es un o6rgano vital que proporciona al organismo una barrera protectora,
desafortunadamente debido a diversas causas, principalmente quemaduras, accidentes y
enfermedades crénicas, las pérdidas de piel representan un problema importante.
Constituyen uno de los problemas de salud mas frecuentes, devastadores y costosos a
nivel de salud publica (Falke y Atala, 2000; Kim et. al., 2015).

Las lesiones de la piel donde son afectadas capas dérmicas profundas, esta no es capaz
de regenerarse por si misma por lo que se hace necesario el uso de injertos. Los injertos
autélogos son los mas utilizados y estan basados en la extraccién de la piel sana del mismo
paciente, sin embargo, este aumenta el nivel de dolor inducido en el mismo. Ademas, en
las perdidas de caracter masivo, no existe suficiente piel sana para subsanar las zonas
dafias, por lo que otras alternativas son los xenoinjertos (injertos provenientes de otra
especie) y los homoinjertos (misma especie, pero diferente individuo), sin embargo, ambas
presentan la desventaja de presentar una posible respuesta desfavorable por parte del
sistema inmunolégico del huésped o la posible transmisién de enfermedades (Flake Atala,
2000; Huyan et. al., 2020).

El surgimiento de la ingenieria de tejidos se ha logrado tener una alternativa mas viable
a los injertos. La ingenieria tisular se basa principalmente en tres componentes: el uso de
células, el disefio de andamios y los factores de crecimiento (Ikada, 2006). El disefio de los
andamios representa un pilar importante en la ingenieria tisular cuyo estudio es de creciente
interés para el area de biomateriales, en especial en el area de los biopolimeros. Estos se
pueden generar a partir de diversos biomateriales, los cuales van desde materiales
sintéticos, hasta materiales de origen biolégico como, por ejemplo, el poli-3-hidroxibutirato
(P3HB), los cuales son biomateriales biocompatibles, por lo que no le causa toxicidad a la

célula epidérmica.

1.1 Ingenieriatisular

La ingenieria tisular tiene por objeto el desarrollo de estructuras biolégicas funcionales que

sustituyan, reparen y regeneren 6rganos o tejidos dafiados, utilizando métodos de
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recoleccién y expansién de tejidos in vitro, la caracterizacion de biomateriales y disefio de
andamios con la finalidad de proporcionar un soporte estructural a las células (Figura 1)
(Falke y Atala, 2000; Ikada, 2006; Nolan et. al., 2008; Colorado et al., 2013; Yan et. al.,
2018).

TERAPIA CELULAR
Celulas querafinocitos
Celulas melanocios

‘Eé'll.lﬂs fibroblastos

INGENIERIA TISULAR

j.m . OSEs e MOLECULAS BIOACTIVAS
Biomateriales

T —— Factores de crecimiento
" N

Figura 1 Diagrama de los tres pilares fundamentales de la ingenieria tisular de la piel. (Ikada, 2006).

La pérdida de estructura o funcion de tejidos y érganos, desde el punto de vista médico, se
ha convertido en un problema de salud publica que se intenta solventar mediante
trasplantes; sin embargo, en la actualidad la creciente demanda de 6rganos aunado a que
existen cada vez menos donadores ha llevado a buscar nuevas estrategias para la
reconstruccion/sustitucion de 6rganos y tejidos, empleando injertos, prétesis y regeneracion
tisular (Falke y Atala, 2000; Nolan et. al., 2008). Estas alternativas forman parte de la
Ingenieria de tejidos, la cual es una ciencia multidisciplinaria basada en disciplinas de la
ingenieria y ciencias de la vida como, por ejemplo, ingenieria mecénica, ciencias de los

materiales, genética y medicina clinica (O Brien, 2011).
Dentro de los estudios que se han realizado en ingenieria de tejidos, uno de los mas

estudiados hasta el momento es el tejido dérmico (la piel) (Falke y Atala, 2000; Colorado et
al., 2013; Yan et. al., 2018).
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1.2 La piel humana

1.2.1 Generalidades de la piel humana

La piel humana es el mayor érgano del cuerpo humano, representa el 15 % del peso
corporal (4-5 kg), tiene una extensién aproximadamente de 1.7-2.0 m? en un adulto y un
grosor promedio de 100 um, el cual varia dependiendo del area del cuerpo (1.5 mm en

palmas de las manos y plantas de los pies hasta 50 um en parpados) (Priya et. al., 2008;
Summerfield et. al., 2015).

1.2.2 Estructura de la piel humana
Histol6gicamente, la piel esta formada por tres capas (Figura. 2), denominadas tejido celular
subcutaneo o hipodermis, dermis y epidermis (Priya et. al., 2008; Yan et. al., 2018, Huyan

et. al., 2020).

Microbiota

comensal CélulaT
i Célula de cpe’
Langgrhans h
A Estrato cérneo
4
; /4 Estrato granuloso
e * 30 e, Pa.. EPIDERMIS
:;’ X y Estrato espinoso
| [?
Seresta b _ Estrato basal
gpidérmic G 1
Memb
Foliculo/ :;’;Tn)
piloso
Glandula
sebacea
! ! — DERMIS
l Vaso : v
linfatico #\ Macrofago © Cél:la -
} ) cps’
oeC iLc - s
{
| Vaso -
| sanguineo HIPODERMIS

Figura 2 Estructura de la piel. En la epidermis se representan sus diferentes estratos (basal,
espinoso, granuloso y cérneo). Modificada de Pasparakis et. al., (2014).
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» Hipodermis; Es la capa mas profunda de la piel y estd compuesta por I6bulos de
adipocitos, separados por tabiques fibrosos de colageno y vasos sanguineos
pertenecientes al plexo subcutaneo, los cuales provienen de la fascia profunda y
ascienden a través de la grasa subcutdnea (Kierszenbaum y Tres, 2002).
Recientemente, se ha descubierto que este tejido es muy rico en células madre adultas

multipotentes, que se han empleado en protocolos de ingenieria tisular.

» Dermis: En su mayoria esta conformada por fibroblastos, debido a que la funcién
principal de estas células es brindar un soporte y adherencia a los queratinocitos,
ademas se encargan de la produccién y organizacion de la matriz extracelular (MEC).
La actividad autocrina incluye factor de crecimiento transformante-f (TGF-B) que
induce la sintesis de tejido conectivo y secrecion de factores de crecimiento que
promueven la proliferaciéon de fibroblastos y la sintesis de colageno (Colorado et al.,
2013; Lee et. al., 2013; Yan et. al., 2018). Por otro lado, los fibroblastos juegan un papel
importante en las interacciones epiteliales-mesenquimales mediante su actividad
paracrina, que afecta el crecimiento y diferenciacion de los queratinocitos (Lee et. al.,
2013; Wong et. al.,, 2007). Esta capa tiene un grosor entre 0.6-3 mm que varia

considerablemente con la localizacién anatdémica (Summerfield et. al., 2015).

Epidermis: Desde el punto de vista histol6gico es un epitelio plano estratificado
gueratinizado y esta conformada principalmente por queratinocitos (90 % del total de
células que conforman la epidermis), capaces de sintetizar queratina, melanocitos (se
localizan en la epidermis en contacto con el estrato basal y en los foliculos pilosos
donde inician la produccion de melanina), células dendriticas de Langerhans, células
de Merkel y linfocitos. Esta capa, de entre 60-100 um, es la piel mas superficial. Puede
clasificarse en gruesa o fina segun el espesor y estd conformada por cuatro estratos,
descritos a continuacion (Figura. 2) (Haake et. al., 2001; Summerfield et. al., 2015; Yan
et. al., 2018):

o Estrato basal: Estd formado por una uUnica capa de queratinocitos cubicos o
cilindricos con capacidad proliferativa. Las células de este estrato poseen un ndcleo
grande, redondo y ovalado. Existen vacuolas unidas a la membrana celular que

contienen melanosomas pigmentados originarios de los melanocitos.
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o Estrato espinoso: Se compone de entre 5 y 15 capas de queratinocitos que

normalmente ya no se dividen, aunque cabe mencionar que no han perdido por
completo su capacidad de proliferacion. Dependiendo del grosor de la epidermis, el
estrato esta integrado por mas de 4-6 capas de células (piel gruesa) y de 2-3 capas

(piel fina).

Estrato granuloso: Esta conformado por 2-3 capas de células ligeramente
aplanadas con nucleos alargados que contiene cromatina condensada. Esta capa
se caracteriza por la acumulacion de los componentes necesarios para el proceso

de muerte celular programada y formacién de una barrera impermeable superficial.

Estrato cOrneo: Es el estrato mas superficial que se subdivide en dos capas: la
primera es profunda y compacta, la segunda es superficial y suelta. Si la piel es
delgada presenta 3-4 capas de células, en cambio, la piel gruesa puede contener
40-50 capas. Este estrato esta constituido por un conjunto de células aplanadas sin
nucleo ni organulos (solamente contienen filamentos de queratina), suspendidos en
una matriz lipidica, constituyendo una estructura impermeable e insoluble
responsable de la funcién protectora de la epidermis. Las capas superficiales
gueratinizado del estrato cérneo se descaman a la misma velocidad con que la que

son reemplazadas por la actividad mitética de los estratos basal y espinoso.

Estrato cérneo
s
| e
> o ~——p Estrato granuloso

= s
Estrato Suprabasal No %1 @ >
TN 7

Proliferativo

Estrato espinoso

/ \J)|
Estrato Basal " f )) . Estrato basal
Proliferativo

Figura 3 Morfologia de los queratinocitos que conforman los distintos estratos de la epidermis

(Pasparakis et. al., 2014).
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La formacion de los diferentes estratos de la epidermis se da por el cambio de crecimiento
y diferenciacion de las células queratinocitos, estrechamente regulado por varios
mecanismos asociados con una disminucion de la proliferacion, detencion del ciclo celular
en la fase GO/G1 y la expresion de marcadores de diferenciacion epidérmica (Micallef et.
al., 2009).

La diferenciacion celular in vitro se desarrolla en condiciones de cultivo en un medio
especifico para el crecimiento de los queratinocitos y se induce aumentando la
concentracion de calcio extracelular de 0.09 (cultivo selectivo de las células basales
epidérmicas) a 1.2 mM (induccién de la diferenciacion terminal de las células epidérmicas),
la cual promueve la formacién de uniones adherentes y desmosomas (estructuras celulares
que mantienen adheridas a células vecinas), dando como resultado un epitelio escamoso
altamente especializado, organizado y estratificado (Lewis et. al., 1994, Kimura et. al.,
2007).

Los cambios estructurales se combinan con la expresién de marcadores bioguimicos de
diferenciacion queratina 1 (K1) y queratina 10 (K10), considerados como los primeros
marcadores de diferenciacion terminal y localizados en las primeras capas de células
espinosas suprabasales (Woodcock-Mitchell et. al., 1982; Yuspa et. al., 1994). Otro de los
marcadores bioquimicos es la expresion de involucrina, la cual se localiza en las ultimas
capas de células espinosas y en la capa granular, ademas de que es la encargada de formar

la envolturas cornificadas por confluencia celular (Eckert y Green, 1989).

1.2.3 Propiedades y funciones de la piel humana

La piel posee funciones de vital importancia para la supervivencia, la capa mas importante
de la piel es la epidermis gracias a la queratina, debido a que representa una barrera fisica
de proteccion frente a la entrada de agentes nocivos, como bacterias y toxinas; ademas

impide la evaporacion de agua en exceso.

De acuerdo con Niyonsaba y Ogawa (2005), en la piel existe la presencia de agentes

antimicrobianos que constituyen el escudo protector natural, tales como B-defensinas
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humanas (hBDs), catelicidina LL-37, lisozima, RNasa 7, elafina, psoriasina, dermicina,
adrenomedulina, inhibidor de la proteasa secretora de leucocitos y lipocalina asociada a
gelatinasa de neutrofilos. Muchos de estos agentes antimicrobianos se intercalan para
matar microorganismos patégenos invasores, como bacterias gram positivas y gram
negativas, hongos, asi como virus y en presencia de infecciones o lesiones las
concentraciones de estas moléculas aumentan para proteger la piel (Niyonsaba y Ogawa,
2005; Chen et. al., 2005).

Las principales propiedades de la piel son:

e Viscoelasticidad de la piel: Capacidad de estiramiento temporal y la capacidad de
recuperarse después de un estiramiento maximo.

e Propiedades tensoras de la piel: Esta se da cuando la tensién cutanea es mas rapida
que su capacidad de estiramiento, por lo que se rompen las fibras colagenas y se
originan estrias cutaneas.

o Extensibilidad de la piel: Con la edad se pierde elasticidad y se reemplaza por la
laxitud de la piel.

¢ Reparacion-Regeneracion de la piel: Permite soportar agresiones continuas (dafios
por radiacién, cambios de temperaturas, accidentes por quemaduras o sustancias

guimicas, etc.).

En cuanto a las funciones de la piel se describen a continuacién (Niyonsaba y Ogawa,
2005; Lee et. al., 2013):

e Proteccién: Actla como barrera fisica contra la invasion de microorganismos y brinda
la proteccién de los rayos UV gracias a la melanina, que ademas aporta coloracion a
la epidermis.

e Sensacion: La piel cuenta con diversos receptores que captan sensaciones de tacto,
calor, frio, presion y dolor.

e Termorregulacion: Permite regular la temperatura y mantener el equilibrio hidrico.

e Metabolismo: La piel sintetiza vitamina D por accién de la radiacion ultravioleta.
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1.2.4 Patologias de la piel humana

El color de la piel normal depende de la cantidad y tipo de melanina presente en los
melanocitos y queratinocitos. Las enfermedades causadas por cambios de color, se

denominan discromias las cuales a su vez se clasifican en:

e Hiperpigmentacién. Se presenta como un aumento de tonalidad circunscrita o
generalizada de la piel, debido a un aumento del nidmero de melanocitos o a
alteraciones de la localizacién y distribucion de la melanina.

e Hipopigmentacién. Se presenta por la disminucion del tono de color de la piel debido

a una disminucién o mala distribucién de la melanina en los queratinocitos.

La hipopigmentacion se da como consecuencia de un defecto en la enzima tirosinasa
con una alteracion en la sintesis o almacenamiento de la melanina en los melanosomas.
En la actualidad existen diversas terapias estéticas para tratar esta enfermedad
dermatoldgica; entre ellas la mas reciente es la ingenieria de tejidos, la cual busca realizar
la regeneracion in vivo del tejido dafiado por medio de un andamio o biomatrices a base de
biomateriales que sean biodegradables y biocompatibles con las células dérmicas para
después ser implantadas en la zona dafiada (Pérez-Gonzalez, 2010; O’Brien, 2011;
Colorado et al., 2013).

1.3 Disefio de andamios para la aplicacion en laingenieria tisular
1.3.1 Biomateriales parala generacion de andamios para cultivos celulares en

Ingenieria tisular

En la actualidad, la ingenieria tisular “‘in vivo” abarca la regeneracion y reconstruccion de
tejidos y Organos; esto se lleva a cabo por medio de la aplicaciébn de una biomatriz
biodegradable o andamio biolégico con la finalidad de usarlos como estructuras sustitutivas

en la zona del cuerpo dafiada (Morales-Navarro, 2014).
Las biomatrices o andamios son estructuras disefiadas para ser implantadas dentro de

un sistema vivo para promover la regeneracion de un tejido dafiado con el mismo tipo de

células. Asimismo, estas estructuras deben ser disefiadas para soportar la adhesion,
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proliferacién y diferenciacion celular (Smith et. al., 2009; Gomes et. al., 2013; Morales-
Navarro, 2014).

En la generacion de andamios se utilizan diversos biomateriales, los cuales deben cubrir

algunos prerrequisitos como son:

e Biocompatibilidad

e Biodegradabilidad controlada

¢ No tdxico

¢ No producir respuesta inmunoldgica
e Permitir la adherencia de las células

e Propiedades termomecanicas

Dentro de los diversos biomateriales empleados para aplicaciones de ingenieria de
tejidos se han utilizado con frecuencia materiales naturales (Tabla 1) los cuales son
derivados de fuentes renovables tales como plantas, animales y microorganismos. Ademas,
son de gran interés por sus aplicaciones médicas y farmacéuticas, siendo utilizados como
sistemas de liberacién de farmacos, sensores de diagndéstico y sustitutos de piel; debido a
gue permiten la formacion de una interfaz con el sistema biol6gico gracias a su
biocompatibilidad (Sachlos y Czemuszka, 2003; Gomes et. al., 2013; Jafari et. al., 2015).

Los polimeros naturales son compuestos moleculares a base de carbono, hidrogeno y
oxigeno, formados cadenas de unidades simples llamadas mondmeros unidas entre si
mediante enlaces covalentes. Hoy en dia la biotecnologia moderna ha hecho posible
manipular estos polimeros naturales para adaptarlos a las necesidades humanas, entre los
diversos polimeros biodegradables estudiados esta la clase de los polihidroxialcanoatos los
cuales al ser extraidos de las células exhiben propiedades termoplésticas y elastoméricas,
son materiales naturales y pueden degradarse facilmente a diéxido de carbono y agua
(Philip et. al., 2007).
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Tabla 1 Clasificacién de polimeros naturales con aplicaciones en ingenieria tisular.

Polimeros naturales

e Alginato y dextran
. ¢ Quitosano
Polisacaridos
e Celulosa
e Almidon
e Colageno
] e Elastina
Proteinas
¢ Haba de soya
¢ Fibroina de seda
e P3HB

e P3HB-HX

Poliésteres

1.3.2 Polihidroxialcanoatos y sus propiedades

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros de acidos hidroxialcanoicos biodegradables
y biocompatibles que en la actualidad se pueden producir por medio de cultivo de bacterias
silvestres, microorganismos recombinantes y por via enzimatica (Lemos y Mina, 2015,

Gonzéalez-Garcia et. al., 2013).

Estos biopolimeros ofrecen la ventaja de ser producidos a partir de recursos renovables
y presentan propiedades que van desde materiales quebradizos y rigidos, hasta semejantes
al hule (Sudesh et. al., 2000). Estructuralmente, se pueden clasificar en PHA’s de cadena
corta y cadena media, con base en el nimero de atomos de carbono en la cadena

ramificada de los biopolimeros.

1.3.2.1 Poli-3-hidroxibutirato P3HB y sus propiedades.
El primer homopolimero descubierto de la familia de los PHA'’s fue el poli-3-hidroxibutirato
(P3HB). Este homopolimero esta conformado por monémeros de cadena corta (Figura 4),

el cual es producido por diversas bacterias y arqueas en forma de granulos, que son

acumulados en su interior como material de reserva de carbono y energia para su uso
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cuando el aporte de nutrientes no esta balanceado (Kessler y Witholt, 2001; Salehizadeh y
Loosdrecht, 2004; Suriyamongkol et. al., 2007; Gonzalez-Garcia et. al., 2013; Lemos y
Mina, 2015).

CH, 0

i O—CH—CH,—C ]
n
Figura 4 Estructura quimica del monémero 3-hidroxibutirato (Pefia et. al., 2014).

El P3HB cuenta con caracteristicas termomécanicas similares a los plasticos derivados del
petréleo (como el polipropileno y polietileno); sin embargo, tiene la ventaja de ser totalmente
biodegradable (lo pueden asimilar microorganismos del suelo, de mares, de lagos o aguas
residuales) y biocompatible, es decir, que no es téxico para organismos superiores. Las
propiedades termomécanicas, las caracteristicas quimicas y la pureza del producto son de
gran importancia ya que de éstas dependera su aplicacion (Pefa et al., 2014; Pefia et. al.,
2015).

1.3.2.2 Importancia del peso molecular del P3HB en el &rea biomédica.

El peso molecular es una caracteristica que determina las propiedades termomécanicas y
fisicoquimicas de cualquier biopolimero. Respecto al P3HB, el peso molecular determina el
grado de cristalinidad, el comportamiento elastico del material, la resistencia mecanica y
por consecuencia, la aplicacion final del material (Kabe et. al., 2012; Pefia et al., 2014;

Dominguez-Diaz et. al., 2015).

Cuando el P3HB presenta valores de pesos moleculares menores a los 1000 kDa es
considerado como un material rigido y quebradizo por su alto grado de cristalinidad (lo
normal es 55 a 80 %), mientras que su degradacion térmica es mas rapida en comparacion

con el P3HB de alto peso molecular (>1 x 10 kDa), el cual presenta mejores propiedades
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elasticas, por lo que se recomienda usar este tipo de biopolimeros en el 4rea biomédica
(Tabla 2) (Hong et. al., 2013; Pefia et. al., 2014).

Tabla 2. Aplicaciones biomédicas del P3HB (Adaptada de Pefa et. al., 2014).

Aplicacion Mw P3HB (kDa) Referencia
Andamios de PHB y PHB/ nHA para ingenieria )
- 144 Ramier et. al., 2014
de tejidos (hueso)
Andamios de P(3HB/4HB) para el cultivo de 920 Shishatskaya et.
osteoblastos al.,2016
Andamio PHB para el crecimiento de Células 230 Dominguez-Diaz
embrionarias de rifibn (HEK293) et. al.,2015
Andamio de PHB+quitosano para ingenieria de
. ) _ 890 Cao et. al., 2005
tejidos (cultivo de fibroblastos)
Andamios de PHB y PHB-b-DEG para el
1,143 Chan et. al., 2014

crecimiento de células nerviosas

El P3HB de alto peso molecular es un biopolimero idéneo para su uso en el area
farmacéutica y biomédica. En la actualidad, es empleado para la generacion de material de
sutura, hisopos, vendajes, sistemas de encapsulamiento de farmacos, fabricacién de
soportes para el cultivo de células de tejido cardiovascular, nervioso y dérmico (O Brien,
2011; Chen y Wang, 2013; Vijayavenkataraman et. al., 2016).

1.3.3 Disefio de andamios de P3HB

Los andamios son estructuras o matrices celulares artificiales que tienen la capacidad de
albergar células y estimular sus funciones como la adhesion, migracién, crecimiento y
diferenciacion, estan disefiados para sustituir o regenerar diversos tejidos (Yan et. al.,
2018). Los andamios utilizados en ingenieria tisular se fabrican a partir de biopolimeros,
proteinas, péptidos y materiales inorganicos, ademas de la influencia del material utilizado,

las caracteristicas y propiedades finales de estos son determinadas por la técnica de
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fabricacion utilizada, como el control de la topografia y rugosidad de la superficie, porosidad,

forma y tamafio de poro (Sabino et. al., 2017).

Hoy en dia existen diversas técnicas para el disefio de andamios con multiples formas,
texturas y biomateriales, los cuales van a depender de su aplicacion. Estas técnicas van
desde las convencionales, como la disolucidn por solventes-lixiviacion de particulas, secado
en frio, separacién de fases inducidas térmicamente, solucién-gel y espuma de gas que
tienen la desventaja de usar solventes organicos para la formacion de los andamios
(Nakamura et. al., 2010; Roseti et. al., 2017), hasta las técnicas por estereolitografia,
modelado por deposicion fundida, laser selectivo y por electrohilado, las cuales presentan
el inconveniente de no conferirle a los andamios un tamafio de poro homogéneo, lo que
provoca que las células presenten una proliferaciéon heterogénea (Dominguez-Diaz et. al.,
2015; Roseti et. al., 2017; Yan et. al., 2018).

Asimismo, existe la impresion 3D, tecnologia que, desde que fue inventada la primera
impresora en 1987, ha ganado relevancia debido a las multiples ventajas que ofrece sobre
los métodos mencionados en el parrafo inmediato anterior, entre otras: permite la
generacion andamios versatiles con formas complejas que permiten una distribucién celular
homogénea, personalizacion de productos en funcion del sistema bioldgico a desarrollar o
de la aplicacion biomédica, asi como andamios de uno o dos componentes (por ejemplo,
P3HB-Quitosano, P3HB-Colageno, Colageno-PLA, etc.) con tamafios de poro homogéneo
y alta interconexion para la migracion celular y transferencia del medio de cultivo hacia las
células cultivadas sobre ellos (An et. al., 2015, Do et. al., 2015 y Chiulan et. al., 2017,). Por
otro lado, existen reportes en la literatura en donde utilizan impresoras en las que las células
van incluidas con el biomaterial (Nakamura et. al., 2010; Roseti et. al., 2017; Yan et. al.,
2018).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Andamios de P3HB por electrohilado en cultivos de queratinocitos

En estudios recientes en el laboratorio 7 de Biotecnologia Farmacéutica de la Facultad de
Farmacia de la UAEM, se disefiaron andamios de P3HB con peso molecular de 230 kDa
empleando la técnica de electrohilado, comprobando que el P3HB es un polimero
biocompatible, ya que permitid la proliferacion y adherencia celular (Queratinocitos
Humanos Neonatales, Osteoblastos Normales Humanos y HEK 293) (Dominguez-Diaz,
2015; Mondrago6n-Guillén, 2020).

Mondragén-Guillén (2020) observé que los andamios que genero por electrohilado no
produjeron citotoxicidad en el sistema “in vivo” donde se probd (tejido subcutaneo de ratas
Wistar), dado que la incisibn realizada para el implante del andamio cicatrizd
satisfactoriamente, sin afectar la formacion del tejido, observandose la biodegradacion de
éste a los 15 dias. Sin embargo, en condiciones “in vitro” a las 192 h de cultivo observé que
los queratinocitos proliferaron de manera heterogénea sobre los andamios de P3HB (Figura
5), ya que, mediante observaciones en el microscopio de epifluorescencia usando el filtro
FITC (Fluorescein IsoTioCyanate) se evidenciaron zonas donde hubo aglomeraciones de

células viables (verde intenso), zonas con menor o nula densidad celular.

Asi también, se detectaron células muertas que fluorecen de color rojo bajo el filtro
TRITC (Tetramethylrhodamine), por lo que se realizé la superposicion de imagenes para

evidenciar la viabilidad celular sobre el andamio.

FITC TRITC FITC/TRITC

Figura 5 Micrografias de cultivo de queratinocitos a las 192 h sobre andamios de P3HB generados
por electrohilado (Mondragén-Guillén, 2020).
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El crecimiento heterogéneo sobre el andamio posiblemente se debid a lo siguiente:

e Variabilidad en el tamafio de poro de la biomatriz: esta caracteristica impactd
negativamente en la adherencia celular, se puede explicar de manera hipotética que
en las zonas donde existian tamafios de poro mayores al tamafio de los
gueratinocitos el crecimiento celular fue nulo o muy bajo en comparacion con las
zonas donde la técnica empleada gener6 tamafios de poro menores, lo que aumenté

la disponibilidad de &rea de contacto para las células.

e Hidrofobicidad del andamio: la medicién del &ngulo de contacto (99°) realizada en
el centro del andamio de P3HB empleado para la fabricacién de la biomatriz
evidencié su hidrofobicidad superficial, caracteristica que debié haber limitado la
adherencia celular y por ende la proliferacion de los queratinocitos.

Dado a las desventajas que se han presentado con la técnica de electrohilado se buscan
nuevas alternativas de técnicas para la obtencibn de andamios que dado a sus
caracteristicas morfologicas superficiales permitan una mayor proliferacién y adherencia
celular homogénea.
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3. JUSTIFICACION

En el laboratorio 7 de Biotecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la UAEM,
Mondragén-Guillén (2020) disefi6 andamios de P3HB empleando la técnica de
electrohilado. Como resultado del disefio de los andamios por dicha técnica, la biomatriz
presentd una forma irregular, en cuanto al tamafio de poros, condicidon que no favorecié la
formacion homogénea de la monocapa celular, la cual es primordial en el proceso de

estratificacion celular para el desarrollo de sustitutos de piel.

Sin embargo, la generacién de andamios a través de la técnica antes mencionada, asi
como por salt leaching y evaporacion de solventes en membranas, implican el uso de
solventes organicos para su fabricacién, representando una desventaja por la posibilidad
de que trazas de solventes puedan permanecer en los andamios, disminuyendo su

confiabilidad para su uso en el area biomédica.

Por lo anterior, en este proyecto se generaron andamios de P3HB por las técnicas
impresién 3D y moldeado en placa, las cuales no necesitan el uso de solventes para su
generacion y tener mayor control en la definicibn de tamafios y formas, caracteristicas
necesarias para la formacién de una monocapa homogénea que permita la formacién de

un tejido funcional.
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4. HIPOTESIS

Los andamios de P3HB generados por impresion 3D y moldeado en placa favorecen el
crecimiento y la adhesién celular de manera homogénea en comparacién con los andamios

control generados por electrohilado.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Desarrollar andamios de P3HB por impresion 3D y moldeado en placa para evaluar su
biocompatibilidad con células epidérmicas HaCaT, como modelo potencial que permita la

formacion de un tejido funcional.

5.2 Objetivos especificos

v' Evaluar diferentes métodos de extraccion de P3HB con la finalidad de obtener

biopolimeros de mayor peso molecular y pureza para la generaciéon de andamios.

v' Caracterizar propiedades fisicoquimicas y termomecanicas del P3HB obtenido

mediante los diversos métodos de extraccion.

v' Desarrollar andamios por las técnicas de impresién 3D y moldeado en placa para
ser caracterizados por microscopia y comparados con el andamio control

(electrohilado).

v' Evaluar la biocompatibilidad de los andamios con las células epidérmicas HaCaT

para generar un tejido funcional.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la Figura. 6 se muestra un diagrama de la estrategia experimental que se llevo a cabo

durante el desarrollo del presente trabajo.

A S '

Método de ruptura y Método de ruptura y Método de ruptura y
extraccion con extraccion con etanol- extraccion con secado
hipoclorito-cloroformo acetona por aspersién-SDS

li i'i . .z ||ii||i .z | | l i ii |_i|. | l

Determinacion de las
propiedades
fisicoquimicas y
termomécanicas de los
biomateriales obtenidos

Disefio y generacion por
impresién 3D y por
moldeado en placas de
andamios de P3HB

v /
SN NS S
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Figura 6 Estrategia experimental.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Extraccion del Poli-3-hidroxibutirato P3HB

El P3HB proviene de la biomasa de la cepa mutante OPNA de la bacteria Azotobacter
vinelandii, la cual se cultivé durante 56 h en un biorreactor en lote de 350 L. Las condiciones
operacionales y composicion del medio se muestran en la Tabla 3 (Sanchez- Alvarez,
2019).

Tabla 3. Composicién del medio de cultivo y condiciones operacionales.

Composicién del medio Condiciones operacionales

(SEL) C/IN=14 Primer pulso Segundo pulso
Extracto de levadura (15 +25 L de solucién extracto- +25 L de solucién extracto-
g/L) sacarosa (162.4 g/L y 325 sacarosa (175 g/L y 350.36
Sacarosa (30 g/L) g/L, respectivamente) g/L, respectivamente)
Kanamicina (1 mg/L) Temperatura: 30 °C, pH: 7.2
Espectinomicina (8.3 mg/L) 50 rpm 75 rpm

0.6 vvm 0.75 vwm

De la fermentacion de 350 L se alcanz6 35 g de biomasa/L y 30 g de P3HB/L, la biomasa
obtenida de la fermentacién se centrifugd (15,000 rpm) empleando una centrifuga Sharples
AS-16 (Pennwalt), con objeto de retirar el medio de cultivo. Se recuperaron 12 kg de
biomasa himeda de la fermentacién, misma que fue resuspendida en 60 L de agua
corriente y para volverse a centrifugar. Esta actividad se llevé a cabo por duplicado para

retirar residuos del medio de cultivo.

Una vez centrifugada la biomasa de la cepa OPNA de A. vinelandii se resuspendieron 7
kg de biomasa humeda (de los 9 kg de biomasa recuperados previamente) en 35 L de agua
destilada para llevar a cabo el proceso de secado por aspersion (secador por aspersion de
disco atomizador de GEA PROCESS ENGINEERING DE MEXICO, modelo Niro Bowen),
empleando las siguientes condiciones operacionales: flujo de alimentacion de 132 mL/min,
130 * 3 °C de temperatura de inicio y 60 + 3 °C de temperatura a la salida de la tolva. La
fermentacion, la centrifugacion y el secado por aspersion antes mencionados se llevaron a

cabo en la unidad de escalamiento del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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Después del proceso de secado por aspersion de la biomasa, se realizd la extraccion
del P3HB utilizando tres métodos diferentes bajo un disefio experimental para la mejora del
biopolimero, dos de ellos se realizaron con biomasa himeda y un tercero con la biomasa

que se obtuvo después del secado por aspersion, los cuales se describen a continuacion.

7.1.1 Método 1: Rupturay extraccion con Etanol-acetona

Este método fue reportado por Castro (2018), adaptandolo para llevarse a cabo en un
proceso continuo. Se prepar6 una solucion con biomasa himeda a una concentracion de
30 g biomasa humeda/L de etanol (grado industrial de 99.9 % V/V), mezclandola por 30 min

con un agitador magnético a temperatura ambiente hasta obtener una mezcla homogénea.

Posteriormente, se monto un sistema de extraccion en continlo propuesto por Sanchez-
Alvarez (2019) (Figura 7), el cual consistio en calentar la suspension celular en etanol
contenida en un matraz bola de tres bocas hasta su punto de ebullicién (77 + 1 °C) durante
60 + 2 min. Transcurrido del tiempo de reaccion y con la ayuda de una bomba peristaltica,
la solucidon se recolecté en un recipiente de almacenamiento. Al finalizar la extraccion la
suspension celular se centrifugdé a 7,000 rpm por 10 min sin control de temperatura en
frascos para centrifuga de 500 mL. El sobrenadante se decantd y la pasta resultante (P3HB)

pasé a la etapa de lavados.

Con objeto de incrementar la pureza del material se incluyé una etapa de lavado con
agua destilada y dos lavados con etanol-acetona (75 g de sdlidos/L, relacién 1:1). Las
mezclas se agitaron por 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente fueron
centrifugadas, descartando el sobrenadante para recuperar la pasta resultante y secarla en

un horno a 60 °C por 6 h.
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Figura 7 Sistema de extraccion disefiado por Sanchez-Alvarez, (2019). A) Frasco de alimentacion
continua de la suspension celular con etanol. B) Matraz bola de tres bocas para la reaccion. C)
Columna de recirculacion y condensacion para la recuperacion del solvente. D) Frasco de
almacenamiento de la extraccion de P3HB.

7.1.2 Método 2: Rupturay extracciéon con Hipoclorito-cloroformo

Para este método se preparé una solucion relacion 1:1 de hipoclorito de sodio (marca
Cloralex al 30 % V/V) con cloroformo (marca Fermont al 99.9 % V/V) a una concentracion
de 40 g de biomasa humeda/L, la cual se agit6 durante 12 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, la suspension fue centrifugada a 6,000 rpm por 20 min sin control de
temperatura, obteniéndose tres fases visiblemente separadas: la superior correspondiente
al hipoclorito de sodio, la intermedia acumulé restos celulares y en el fondo el cloroformo
con el P3HB.

Finalmente, se dej6é evaporar el cloroformo en una campana de extraccién por 12 hy el

secado del material se realizé en un horno a 60 °C por 4 h.
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7.1.3 Método 3: Rupturay extraccion con secado por aspersion-SDS

Este método de extraccion se plante6 con objeto de obtener P3HB libre de solventes
organicos o halogenados, asi como con mayor pureza en comparacion con los métodos de

extraccion antes descritos.

De acuerdo con lo reportado por Casas y colaboradores en 1992, el uso de secado por
aspersion generé dafios a la membrana celular (rompimiento) de la levadura
Kluyveromyces fragilis, por lo que se asumié que con esta operacién unitaria se lograria
también el rompimiento celular de la biomasa de A. vinelandii para la recuperacion del
P3HB, mismo que al tratarlo con dodecilsulfato de sodio (SDS) (técnica de extraccion
modificada de la patente N°. US9, 683, 076 B2) se podria mejor la pureza del biopolimero.

Por lo anterior, se desarroll6 un disefio experimental en el cual se probaron distintas

condiciones operacionales (Tabla 4).

Tabla 4 Disefio experimental empleado para la seleccion de las condiciones de extraccion de P3HB.

Tiempo de mezclado Concentracion SDS (g/L)

(min) 1 lavado 2 lavados
4 4
1
0 8 8
4 4
30 8 8

Se resuspendieron 150 g de biomasa seca en 1 L de agua destilada y se ajusto el pH a 10
con NaOH (1 M), para favorecer la ruptura de la membrana celular, previo a la adicion de
la cantidad de SDS indicada en la Tabla 4. Posteriormente, se realizé una dilucion 1:4 con
agua destilada, la cual se mezcl6 con ayuda de un agitador magnético a temperatura

ambiente y de acuerdo con los tiempos indicados en la Tabla 4.

Al finalizar el tiempo de mezclado, la suspension fue recuperada en frascos de 500 mL
y centrifugada a 7,000 rpm durante 10 min, sin control de la temperatura. Finalmente se
desecho el sobrenadante para recuperar la pasta de P3HB, misma que se dej6 secar en un
horno a 60 °C por 6 h.
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Es importante mencionar que el procedimiento antes descrito se llevé a cabo para los
dos tiempos de mezclado (10 y 30 min) y para uno y dos lavados, modificando las

concentraciones de SDS (4 y 8 g/L) para cada condicion (Tabla 4).

7.2 Técnicas para la caracterizacién del biomaterial

7.2.1 Determinacién de la pureza del P3HB

La concentracién de P3HB se determiné mediante su conversion a acido croténico por una
reaccion con H,SO. concentrado (Castillo, 2013). Para llevar a cabo esta reaccion se
depositaron entre 2 y 3 mg del producto obtenido de cada uno de los métodos de extraccion,
en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se adicion6 1 mL de H.SO4 concentrado. Las muestras se
incubaron a 90 °C y 700 rpm durante 1 h en un termoblock (Thermomixer R marca
Eppendorf).

Las muestras se dejaron enfriar y se realizé una dilucién de cada una en viales para
HPLC (por lo general se utiliza la dilucion 1/40 con agua Milli-Q), inyectdndose 20 uL al
HPLC (Waters Alliance 2695) con una columna Aminex HPX-87H (Biorad). La fase movil
utilizada fue H.SO4 5 mM, a un flujo de 0.65 mL/min y 50 °C de temperatura para los analisis.

El detector utilizado fue de arreglo de diodos (Waters 2996).

El area bajo la curva del cromatograma se cuantificé a 220 nm y se utilizé la ecuacion
indicada en la Figura 8, correspondiente a la curva patrén de soluciones de P3HB comercial
(Sigma-Aldrich, # cat. 363502), a concentraciones conocidas entre 0.01-0.1 mg/mL
(Castillo, 2013).
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Figura 8 Curva patrén para la cuantificacién de P3HB.

Para conocer el porcentaje de P3HB en las muestras de cada uno de los métodos de
extraccion empleados se utilizo la siguiente ecuacion:
Ecuacion 1
Area bajo la curva — 12,273.90

148,517,273.90
P3HB total

P3HB (%) = * Dilucion| * 100%

7.2.2 Determinacién del peso molecular del P3HB

La distribucion de pesos moleculares se determind por cromatografia de permeacion en gel
(GPCQ), utilizando la columna SHODEX GPCK-806M (Millan et al., 2016). Dicha columna
permite analizar muestras de P3HB con pesos moleculares desde 1 hasta 20,000 kDa. Para
esta técnica se utilizé un equipo de HPLC (Waters Alliance 2695), con un detector de indice
de refraccion (Waters, 2414). Las condiciones de operacion fueron las siguientes: 30 °C,
velocidad de flujo de 0.7 mL/min de cloroformo (filtrado), como fase movil 50 pL de volumen
de inyeccion y 18 min de tiempo de corrida.

Se utilizaron estdndares de poliestireno para la curva de calibracion con pesos
moleculares entre 2.9 — 5.97 x10° kDa. Se pesaron 15 mg de P3HB obtenido de los

diferentes métodos de extraccion evaluados y se disolvieron en 1 mL de cloroformo durante
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203 hab5°Cy 700 rpm en un termoblock (Thermomixer R marca Eppendorf). Cada
muestra se filtré con membranas de nylon de 0.45 um y se colocaron en viales para HPLC.

Se utilizé el software Empower para el procesamiento y cuantificacion de las muestras.

7.2.3 Rendimiento del P3HB recuperado por los métodos de extraccidn

Para analizar el rendimiento de P3HB obtenido al aplicar cada método de extraccion, se
determind la cantidad tedrica contenido en la biomasa a procesar. Para ello se calculé la
humedad para poder expresar la biomasa en base seca y posteriormente multiplicarla por
la cantidad méxima tedrica total de P3HB por célula. El rendimiento de P3HB en porcentaje,
fue calculado de acuerdo con la Ecuacion 2.

Ecuacioén 2

Cantidad de P3HB gecyperado
Cantidad de P3HB ro6rico

% Rendimiento = x100%

7.2.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Este analisis se realiz6 para determinar la temperatura de transicion vitrea (Tg) y
temperatura de fusion (Tm) de las muestras de P3HB obtenidas de cada uno de los métodos

de extraccién (Venegas-Vasconez, 2017).

El DSC se realiz6 en un calorimetro Metter Toledo, propiedad del Laboratorio de
Ciencias Quimicas de la UNAM. La cantidad de las muestras utilizadas fue de 4 mg
(previamente secas en un horno a 60 °C) y se reportaron los datos del segundo
calentamiento, asi como del primer enfriamiento. Las muestras se sometieron a un barrido

de temperatura de 0 a 300 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

7.2.5 Elaboracién de probetas de P3HB y andlisis de mdédulo de Young

Para la generacion de probetas se pesaron 3 g de P3HB obtenido de cada uno de los
métodos de extraccion y se colocaron en tubos de 15 mL para adicionarles 2 mL de

cloroformo, dejandolos en reposo por 24 h hasta que el P3HB se disolvié por completo.
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La fabricacibn de las probetas se llevd a cabo en una campana de extraccion,
adicionando lentamente el P3HB disuelto en cloroformo en los moldes de aluminio

disefiados en el Instituto de Ciencias Fisicas de la UNAM (Figura 9).

Figura 9 Material de apoyo para la determinacion del moédulo de Young. A) Molde de aluminio para
la obtencién de probetas. B) Probeta de P3HB.

Las pruebas de traccién se llevaron a cabo en una mini-tensora marca Linkam TST-360,
propiedad del Instituto de Quimica de la UNAM. Esta prueba se realiz6 bajo una
deformacién uniaxial, a temperatura ambiente y una velocidad de 5 mm/min. Las pruebas

se realizaron por triplicado para cada material.

7.3 Elaboracién del filamento de P3HB para laimpresion 3D

7.3.1 Pretratamiento del P3HB y generacion del filamento
El pretratamiento realizado al P3HB obtenido por los diferentes métodos de extraccion se

muestra en la Tabla 5, con objeto de tener un biomaterial con el menor contenido de

humedad posible que facilitara su pulverizado previo a la etapa de extrusion.
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Tabla 5 Condiciones de secado para los materiales obtenidos de los métodos de extraccion

propuestos.

Muestra

Ruptura y  extraccion  con
Hipoclorito/Cloroformo

Ruptura y  extraccion  con
Etanol/Acetona

Ruptura y extraccion por Secado

por aspersiéon/SDS

Temperatura (°C) Tiempo (h) Equipo
Horno de vacio
80 3
CIATEQ
60 4 Horno IBT
60 4 Horno IBT

La generacion del filamento se realiz6 empleando un extrusor (FILABOT, FOV1) (Figura

10), las condiciones de temperatura fueron de 170 a 180 °C a una velocidad constante del

husillo de 35 rpm, en el Centro de Tecnologia Avanzada (CIATEQ-Lerma, Edo. Méx.).

Figura 10 Extrusor marca FILABOT adaptado con ventiladores para enfriamiento del filamento.

7.3.2 Generacion de andamios por impresion 3D

Se realiz6 el disefio de los andamios de P3HB con dimensiones de 1x1 cm y un grosor de

100 pm con ayuda de un software de disefio asistido por computadora (AutoCAD). Para la

generacion de los andamios se empled la impresora 3D (Tevo Tarantula v1.0) reconstruida
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por el M. en C. Eduardo Sanchez-Alvarez (Figura 11) con las siguientes condiciones
operacionales: velocidad de impresion 40 mm/s, temperatura de impresion de 185 °C y

temperatura de la cama de impresién de 60 °C.

¢ —‘-}' » .’—T‘
-« I \.-_;;.,"?-lq
Il ":-.

Figura 11 Impresora 3D reconstruida y disefiada por M.C. Eduardo Sanchez-Alvarez.
7.3.3 Generacién de andamios por moldeado en placa

La generacion de andamios por este método se realizé en el Centro de Tecnologia
Avanzada (CIATEQ-Lerma, Edo. Méx.), empleando una prensa hidraulica (prensa CARVER
automatica de banco, modelo AUTO-FOUR) a 180 °C y 10 Ton de presion durante 5 min.
Posteriormente, las placas se dejaron enfriar para la recuperacion de la membrana de

P3HB, la cual se recortd para la obtencién de andamios circulares de 1y 2 cm? de area.
7.3.4 Determinacion del &ngulo de contacto de los andamios generados

Este analisis se llevd a cabo en el Instituto de Ciencias Fisicas de la UNAM empleando la
técnica de gota sésil (Arkles y Pan, 2006) a temperatura ambiente (25 °C). La adquisicién
de imégenes se realizé con ayuda de un microscopio Optico a 25X (Figura 12), las cuales
fueron procesadas con un software de andlisis de imagenes para calcular el angulo entre

la gota de agua y la superficie.
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Figura 12 Montaje de la técnica de gota sésil para determinar el angulo de contacto.

7.3.5 Caracterizacion superficial de los andamios

Se realizé a través de microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)
en la Facultad de Quimica de la UNAM de cada uno de los andamios que se generaron por
impresién 3D y moldeado en placa. Las imagenes se tomaron a 15 kV a las amplificaciones
de 300X, 1000X y 4000X.

7.4 Linea celular, mantenimiento y preservacién de celular
7.4.1 Linea celular HaCaT

Se utilizé la linea celular de queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT obtenida
de la piel de un hombre Caucasico de 62 afios, de la marca Creative Biorray (No.
Cat. CSC-C8977H). Estas células crecen en monocapa y son adherentes, mismas

gue se utilizaron en los analisis de biocompatibilidad y de diferenciacion.

7.4.2 Medio de cultivo para mantenimiento
7.4.2.1 Medio de cultivo DMEM-F12 con 10 % (V/V) de SFB

Para la linea celular HaCaT se utiliz6 como medio de mantenimiento el Medio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium: Nutrirnt Mixture F-12 (DMEM-F12). Este medio de cultivo contiene
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aminoacidos, vitaminas, sales inorganicas y otros compuestos organicos, y es
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (debido a que no contiene proteinas,
lipidos ni factores de crecimiento). Es un medio basal ampliamente utilizado para promover

el crecimiento de células animales.

Para la preparacion del medio de cultivo se utilizaron 880 mL de agua tipo 1 (agua Mili-
Q) en un vaso de precipitados y se vertid lentamente el contenido del sobre con el medio
de cultivo (nimero de catélogo: 12500-039, Gibco) para ser mezclado con ayuda de un
agitador magnético hasta obtener una mezcla homogénea. Posteriormente, se ajusto el pH
a 7.4 con HCl o NaOH (1 N) y se ajust6 el volumen a 900 mL para ser esterilizado por

filtracion.

Dicha operacion se realiz6 utilizando una unidad de filtracion (estéril) con una membrana
de 0.2 um dentro de una campana de flujo laminar. Por dltimo, el medio de cultivo se
suplement6 con 10% (V/V) de SFB (900 mL de medio de cultivo y 100 mL de SFB) y fue

dosificado en frascos de 250 mL para su almacenamiento a una temperatura de 2-8 °C.

7.4.2.2 Medio de cultivo Keratinocyte SFM (1X) con CaCl;

Para la linea celular HaCaT adaptada en medio especifico libre de suero suplementado con
el Kit de Keratinocyte (KTC) SFM (1X), marca Gibco (500 mL, No. Catalogo 17005042)
como medio de mantenimiento, el cual se suplementé con 1.4 mL de factor de crecimiento
Extracto de Pituitaria Bovina (BPE a una concentracion de 17 mg/mL) y 79 pL del factor de
crecimiento Epidérmico Recombinante Humano (EGF a una concentracion de 0.032 pg/uL)
bajo condiciones estériles (campana de flujo laminar) para dosificarlo en tubos Falcon de

50 mL (recubiertos de papel aluminio para protegerlos de la luz) para su uso.
Previo al uso del medio de cultivo KTC antes descrito, se suplement6 con 0.03 0 2.4 mM

de CacCl,, dependiendo del experimento a realizar, el cual provenian de un stock de CaCl,
(Sigma-Aldrich No. C5670-100G) 100 mM (esterilizado por filtracién).
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7.4.3 Mantenimiento y preservacion de la linea celular HaCaT

7.4.3.1 Descongelacion de lalinea celular

Al momento de descongelar una linea celular, se identifico la ubicacion del criovial,
verificando el nombre de la linea celular y nimero de vial. Una vez identificado se recuperé
el criovial del ultracongelador o del nitrégeno liquido (verificar que la etiqueta sea correcta)
y se coloco de inmediato en hielo con la finalidad de aumentar gradualmente la temperatura.
Una vez logrado esto, el criovial se colocé en bafio maria a 37 °C (evitar que la tapa del
criovial tenga contacto con el agua, ya que eso aumenta el riesgo de contaminacién). Otra

forma de descongelar el criovial es frotandolo cuidadosamente con las yemas de los dedos.

Una vez descongelado el criovial, se limpié con etanol al 70% (V/V) y posteriormente se
colocé en una gradilla dentro de la campana de flujo laminar. En un tubo para centrifuga de
15 mL se adicionan 2 mL de medio de cultivo a usar (el doble del volumen del criovial), con
una pipeta de 1 mL se transfirié el contenido del criovial al tubo de 15 mL y se resuspendio
cuidadosamente. Posteriormente se cerrd perfectamente el tubo de 15 mL para
centrifugarlo por 5 min a 900 rpm. Realizada esta operacion, se desecho6 el sobrenadante

y se resuspendié el pellet celular en 1 mL de medio fresco.

En tanto se realiza lo anterior, en una caja de cultivo T-25 se adicionaron 4 mL de medio
de cultivo (a temperatura ambiente) y se coloco la caja de cultivo en la incubadora, entre
15-20 min a condiciones estandar (37°C y 5 % CO.,). Transcurrido este tiempo, se tomoé la
caja de cultivo y se transfirié6 1 mL de medio de cultivo con células que se recuperaron del
criovial, las cuales fueron resuspendidas lentamente e incubadas por 24 h a las condiciones
estandar antes mencionadas. Cumplido el tiempo de incubacion, se comprobd, con ayuda
de un microscopio invertido, el porcentaje de células adheridas a la caja (formacion de la
monocapa celular). Durante el cultivo de las células, se recomienda hacer recambio de

medio fresco cada 48 h aproximadamente, tal como se describe a continuacion.

7.4.3.2 Mantenimiento de lalinea celular

El cultivo celular se observd en el microscopio invertido para determinar la confluencia

celular; si la confluencia es del 50% aproximadamente se procede a retirar el medio de
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cultivo gastado con una pipeta estéril sin tocar la monocapa celular. Con el objeto de retirar
residuos de medio gastado se realiz6 cuidadosamente un lavado celular con 2 mL de PBS
(previamente acondicionado a 37 °C). Posteriormente se retiré el PBS con la ayuda de una
pipeta estéril y se adicionaron 5 mL de medio fresco para una caja T-25, la cual se coloco
nuevamente en la incubadora para continuar con cultivo de las células por 24-48 h

adicionales.

En caso de que se tenga menos del 50% de confluencia, solo se retira y reemplaza la

mitad del volumen del medio de cultivo con medio fresco.

Transcurridas las 24 o 48 h de crecimiento posteriores al reemplaz6 de medio de cultivo,
se observa nuevamente la caja al microscopio y se determina la confluencia celular, si el
valor es menor al 80% se repiten los pasos anteriores y cuando las células alcanzan una
confluencia mayor a este valor, se subcultivan las células tal como se describe a

continuacion.

7.4.3.3 Subcultivo de la linea celular

Se retiré el medio de cultivo de la caja T-25 con una pipeta estéril y se realizé un lavado
celular con 2 mL de PBS (0o 4 mL de PBS para cajas T-75), previamente acondicionada a
una temperatura de 37 °C. Una vez desechado el PBS se adicionaron 1.5 mL de tripsina (a
37 °C) y se incubaron las muestras por 7 min a 37°C y 5% de CO.. Una vez disgregada la

monocapa celular se adicionaron 1.5 mL de medio de cultivo para inactivar a la tripsina.

Posteriormente el contenido de la caja T-25 se transfirio a un tubo estéril de 15 mL con
ayuda de una pipeta estéril y se centrifug6 a 900 rpm durante 5 min. Concluida esta
operacion se decanto el sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido en 3 mL de medio
fresco. A continuacion, se realizé el conteo celular y se ajust6 el numero de células deseado
para una caja T-25 con 5 mL de medio de cultivo (10 mL para una T-75). Por ultimo, se
colocaron las cajas con las células recién subcultivadas en una incubadora a 37 °C y 5%
CO; por un periodo de 24 a 48 h antes de volver a ser subcultivadas para su uso
experimental o bien para su preservaciéon por congelacion, tal como se describe a

continuacion.
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7.4.3.4 Criopreservacion de lalinea celular

En la criopreservacion se utilizan bajas temperaturas para preservar las estructuras intactas
de las células vivas por largos periodos, para reducir pérdidas por contaminacion, minimizar

cambios genéticos en lineas continuas y evitar la transformacion en lineas finitas.

Una criopreservacion exitosa de células requiere seguir protocolos estandarizados y
reproducibles, aunque cada protocolo puede requerir modificaciones segun el tipo celular o
linea a usar para lograr la maxima viabilidad después del descongelamiento. Las células
animales criopreservadas incluyen lineas celulares inmortalizadas, células primarias
aisladas a partir de tejidos y células madre. Las células animales se congelan cominmente
con un criopreservante; DMSO o glicerol, y se disminuye la temperatura a una velocidad de
1 °C/min para evitar la formacién de cristales de hielo de agua al interior de las células
(Woods et. al., 2004).

Es importante asegurarse de que las células a criopreservar cumplan con los siguientes
criterios:

¢ Morfologia caracteristica de la linea celular

e Encontrarse en fase de crecimiento exponencial

e Libre de contaminacion

Una vez alcanzada la fase exponencial de crecimiento, se retira el medio de cultivo de
la caja T-25 y se realiza el lavado celular con PBS (2 mL) por triplicado para retirar residuos
del medio de cultivo. Posteriormente se adicionaron 1.5 mL de tripsina (acondicionada
previamente a 37 °C) y se incubd la caja durante 7 min a 37 °C y 5% CO.. A continuacion,
se afiadieron 2 mL de medio de cultivo (acondicionada previamente a 37 °C) para inactivar
la tripsina y con la ayuda de la pipeta se resuspendieron las células para disgregarlas por

completo.
Se recolectan las células con el medio de cultivo usando una pipeta estéril y se

transfirieron a un tubo Falcon de 15 mL para centrifugarse a 900 rpm por 5 min. El

sobrenadante se desecha por decantacion y el pellet celular se resuspende con 3 mL de
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medio fresco para contabilizar las células utilizando muestras de 50 L, a las cuales se les
afiadieron un volumen igual de azul de tripano. La mezcla celular se resuspendio y se
tomaron 10 pL para su conteo en la camara de Neubauer. El tamafio de la poblacion a

criopreservarse (1x10° cel/mL) se ajust6 usando la siguiente ecuacion:

Ecuacion 3

Ccv B (Nﬁmero de células viables

—_—= 1x104) x FD
mL

Numero de cuadrantes
A la par de la actividad anterior, se realizaron las siguientes dos actividades:

l. Preparacion de crioviales: los crioviales a utilizar se tomaron del refrigerador de
-20 °C y a partir de ese momento permanecieron en hielo para tratar de
mantener esa temperatura. Posteriormente se rotularon con el nombre del linaje
celular, el No. de pase, el No. de células/criovial, la fecha de preparacion y las
iniciales de la persona que realiza el almacenamiento de las células que
conforman el banco de trabajo.

Il. Preparacion del medio criopreservacion: se prepararon 10 mL de medio con una

concentracion de 10% (V/V) de DMSO estéril y 90% (V/V) de DMEM-F12
suplementado con 20% (V/V) de SFB con el tamafio de inoculo de células que

se desea congelar (1x10° cel/mL).

Se llenaron los crioviales enfriados hasta % partes de su capacidad total y fueron
cerrados herméticamente (este paso se realiza rapidamente) para colocarse en un
recipiente especial, el cual facilitd su traslado y permanencia en el congelador a -20 °C
durante 2 h. Posteriormente se traslado el recipiente especial con los crioviales al Revco (-
80 °C) en donde estos ultimos se depositaron en una caja para su almacenamiento, hasta
por 4 meses (después de ese tiempo se recomienda almacenar los crioviales en nitrégeno

liquido -196 °C en donde se pueden mantener por afios) para su uso.
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7.4.4 Cinéticas de crecimiento

El manejo y subcultivo de las células se llevo a cabo en condiciones de esterilidad en una
campana de flujo laminar y el material de vidrio, plastico, soluciones de PBS (+), tripsina y

medios de cultivo fueron previamente esterilizados.

7.4.4.1Cinética de crecimiento en medio DMEM-F12 con 10 % (V/V) de SFB

La linea celular HaCaT, proveniente del banco celular antes descrito, se cultivd en medio
DMEM/F12-GIBCO®, suplementado con 10 % (V/V) de SFB (GIBCO®). Las células se
incubaron a 37 °C, 5 % de CO, y humedad constante en una incubadora (Eppendorf modelo
New Brunswick S41i).

Se realizd6 una cinética de crecimiento celular en la cual se obtuvieron las células
provenientes de una caja T-75 a una confluencia del 100 %. Posteriormente, se prepararon
62 mL de medio DMEM-12 suplementado con 10 % (V/V) de SFB y con 2.43 mL del
concentrado de células como indculo. La cinética se realiz6 en dos cajas de 24 pozos por
triplicado con una concentracion celular inicial de 4x 10* células/mL durante 15 dias. Cada
24 h se cosecharon 3 pozos para realizar el conteo de las células en la cAmara de Neubauer

por la técnica de exclusion por azul de tripano.
Una vez realizado el conteo celular, se utilizé la Ecuacion 3 para determinar el nimero
de células viables por mL y se determind la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo

de duplicacion utilizando la Ecuacion 4.

Ecuacién 4

[ = (Ln£2) )

7.4.4.2 Cinéticas de crecimiento en medio Keratinocyte SFM (1X)

Debido a que la linea celular HaCaT adquirida de origen venia en medio DMEM-F12 con

10 % (V/V) de SFB, el personal técnico del Laboratorio 7 de la Facultad de Farmacia realizo
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su adaptacién a medio Keratinocyte SFM suplementado con 0.03 mM CacCl, y realizdé un
banco celular para su preservacion, empleando el medio Synth-a-Freeze™
Cryopreservation Medium marca Gibco (No. Cat. A1254201), del cual un criovial fue donado

para el desarrollo de los experimentos claves del presente trabajo.

Las células contenidas en el criovial antes mencionado se descongelaron y se cultivaron
en una caja T-75 a 37 °C, 5 % de CO; y humedad constante hasta obtener una confluencia
del 90 % (aproximadamente dentro de las 96 h), se disgreg6 la monocapa celular utilizando
la metodologia descrita en la seccion 7.4.3.3 se recuperd el pellet por centrifugacion y se

resuspendié en 5 mL de medio fresco para realizar el conteo celular con azul de tripano.

Posteriormente, se prepararon 98 mL de medio KTC suplementado con 0.03 mM CacCl,
y con 3.26 mL del concentrado de células como in6culo. Las cinéticas se realizaron en
cuatro placas de 24 pozos por triplicado, con una concentraciéon celular inicial de 4x10*
cel/mL durante 15 dias.

Después de 24 h de cultivo, se tomaron 2 de las cajas inoculadas previamente para
cambiarles el medio de cultivo por medio KTC con 2.4 mM de CaCl; y llevar a cabo dos
cinéticas con diferentes concentraciones de CacCl, (bajo calcio 0.03 mM vy alto calcio 2.4
mM). Cada 24 h se cosecharon 3 pozos de ambas cinéticas para realizar el conteo celular

en la cAmara de Neubauer por la técnica de azul de tripano.

Se utilizé la Ecuacion 3 para determinar células viables por mL y se determiné la
velocidad especifica de crecimiento, asi como el tiempo de duplicacion con ayuda de la

Ecuacion 4.

7.4.5 Biocompatibilidad de los andamios con las células HaCaT

Antes de comenzar con dicho experimento los andamios fueron esterilizados con 6xido de
etileno en el Centro Médico Nacional 20 de noviembre ISSSTE (Dai et. al., 2016). Posterior
a ello se realizaron lavados de los andamios en soluciones de PBS estériles con Antibiotico-
Antimicotico 100X (GIBCO, No. Cat. 15240062) en concentraciones seriadas 1-5 % (V/V)

(comenzando de mayor a menor concentracién) durante 5 min en cada una de las
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soluciones y, por ultimo, se almacenaron en un tubo Falcon de 50 mL con PBS estéril hasta

Su uso.

Los andamios fueron colocados cuidadosamente en los pozos de una placa de cultivo
de 24 pozos y se adicionaron 600 L de medio de cultivo, asi como 400 uL del inéculo (5x
10° cel/mL, previamente cultivadas a una confluencia de 90 %) para ser incubados a 37 °C
y 5 % de CO- por 5 dias.

Al término de la incubacion se tomaron imagenes de campo claro con ayuda de un
microscopio para verificar la adherencia de las células a los andamios. Enseguida se retird
el medio de cultivo de cada uno de los pozos para realizar un doble lavado de los andamios
con 1 mL de PBS y se tifieron con colorante Hoesch (tifie nucleos de células vivas que
fluorecen en azul), naranja de acridina (tifie la membrana celular de color rojo de células
muertas) y yoduro de propidio (tifie la membrana celular de color verde de células vivas)
para confirmar la adherencia celular a través del analisis de imagenes de microscopia de

epifluorescencia.

7.4.6 Comprobacion de la diferenciacién celular de HaCaT

Con objeto de confirmar si las células se encontraban en estado basal y diferenciadas, se
realizé la extracciéon de ARNm y de los genes que codifican para las proteinas queratina 1
(KRT1), queratina 10 (KRT10) e involucrina (IVL) durante el cultivo en las cinéticas

previamente descritas (Micallef et. al., 2009).

7.4.6.1 Extracciéon de ARN

Para la extraccién del ARNm se utilizé el reactivo TRI Reagent ® (ZYMO RESEARCH No.
Cat. R2050-1-50). Se trata de una solucion monofasica de fenol e isotiocianato de
guanidinio que simultdneamente solubiliza el material biolégico, inhibe RNAsas y
desnaturaliza las proteinas. Después de la solubilizacion, la adicién de cloroformo provoca
la separacién de fases, donde las proteinas se extraen hacia la fase organica, el ADN se
disuelve en la interfase y el ARN permanece en la fase acuosa. Para lograr dicho objetivo

se aplico la siguiente metodologia.
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En una campana de flujo laminar se realizaron todos los pasos siguientes, el pellet
celular (equivalente a 1x10° células) recuperado de 3 pozos de cada una de las cinéticas
correspondiente a las 96 h se lavaron dos veces con 200 uL de PBS 1X frio (4 °C), se

centrifugaron por 2 min a 1,200 rpm y se desecho el sobrenadante por decantacion.

Posteriormente se agregaron 500 yL de TRl Reagent® (ZYMO RESEARCH No. Cat.
R2050-1-50) a cada uno de los viales (1.5 mL), se homogenizaron en un vortex a velocidad
media por 30 sy se incubaron a 4 °C por 5 min en un recipiente refrigerante, pasando este
tiempo, se afnadieron 100 pL de cloroformo (IBI SCIENTIFIC No. Cat. IBO5040) y se
repitieron los pasos anteriores (homogenizar e incubar), una vez que se realizaron los pasos
anteriores se centrifugaron las muestras a 4 °C por 20 min a 12,000 rpm (Centrifuga
Eppendorf 5415 R).

Después de centrifugar se formaron 3 fases en los viales. Se tomaron y rotularon 3
nuevos viales libres de RNAsas y con ayuda de una micropipeta con punta estéril (la punta
de la micropipeta apenas y debe tocar el menisco de la fase superior) se recuperoé la fase
superior cuidadosamente con la finalidad de evitar tomar residuos de la fase intermedia.
Una vez recuperada la fase superior se adicioné isopropanol en una relacién 1:1 (~ 400 L),
se resuspendid suavemente (las muestras se pueden almacenar a -20 °C toda la noche o
por 15 min a -20 °C y continuar con el procedimiento de extraccion) y se centrifugd a 4 °C
por 15 min a 12,000 rpm, se observd la formacion del pellet de ARN y se retiré el

sobrenadante por decantacion.

Se afiadieron 500 pL de etanol al 75 % al pellet de ARN contenido en el tubo Eppendorf
(1.5 mL), esté se resuspendio, se centrifug6 a 12,000 rpm porl5 min a 4 °C, se descarto el
sobrenadante y se repitio la operacion por duplicado. Posteriormente se secé el pellet en
un termoblock previamente calentado a 56 °C, una vez secado se resuspendio con 30 pL
de agua DEPC.

La concentracion de ARN total extraido se cuantificd en un espectrofotdmetro NanoDrop
(Thermo SCIENTIFIC, 2000) a una longitud de onda de 260 nm. Ademas, se determiné la
relacién de la absorbancia a 260 y 280 nm (A260/A280) para proporcionar una estimacion

de la pureza del ARN. Las preparaciones puras de ARN tienen una relacion A260/A280 de
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entre 1,8 y 2,0. Si hay contaminacion con proteinas o fenol, la proporcién A260/A280 sera
mucho menor, dificultando la cuantificacién exacta de ARN (Chomczynski & Sacchi, 2006).
El software empleado es NanoDrop2000. Como siguiente paso, se procedid a correr las
muestras en un gel de agarosa para verificar la calidad del ARN (libre de contaminacién y

que no estuviera desnaturalizado) extraido de las muestras.

7.4.6.2 Remocién del ADN genémico

La siguiente etapa se realizé con el objeto de eliminar el ADN remanente después de la
extraccion de ARN y asi evitar interferencias en la deteccion y amplificacion del gen de
interés. Para ello, se utiliz6 la enzima DNasel, RNase-free (Thermo SCIENTIFIC, No. Cat.
ENO0521). El volumen de muestra se ajustd para tener 1 ug de ARN total y en la Tabla 6 se

presentan las condiciones empleadas para la reaccion.

Tabla 6. Condiciones experimentales para la reaccion de la enzima DNasel, RNase-free.

Reactivo [Final] Volumen requerido
ARN 1 ug Aprox.* 2 uL
10X Buffer de reaccién con MgCls 1uL 1uL
Enzima DNAse |, RNAse-free 1U 1uL
Agua tratada — DEPC Completar volumen a 10 uL

*El volumen de muestra se ajusta a 1 yg total de ARN, lo cual dependera de la concentracion
obtenida al final de la extraccion.

La reaccion se realiz6 en un tubo eppendorf libre de RNAsas y se incubé en un thermoblock
por 30 min a 37 °C (se acondicion6 antes de colocar las muestras), transcurrido el tiempo
se afiadio 1 yL de EDTA 50 mM, se resuspendié suavemente y se incubd nuevamente por
10 min a 65 °C. Posteriormente el RNA se emple6 inmediatamente para la siguiente etapa
(sintesis de cDNA 0 en su caso preservar a -80 °C para su uso posterior) y se midio

nuevamente la concentraciéon de RNA en el NanoDrop.
7.4.6.3 Sintesis de la primera cadena de cADN
Para transcribir la secuencia de ARN a cDNA, se emple6 el kit RevertAid H Minus First

Strand cDNA Synthesis (Thermo SCIENTIFIC, No. Cat. K1631), el cual tiene la enzima TR

RevertAid H Minus M-Mul V. Siguiendo el protocolo del kit, se trabajé en hielo y con tubos
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estériles libres de nucleasas. Se partié de un MIX multiplicando el nUmero de muestras por

los reactivos indicados en la Tabla 7 sin incluir el templado de ARN.

Tabla 7. Componentes para la reaccion de sintesis de cDNA

REACTIVO [Finaj  Volumen
requerido

Templado de ARN Aprox. 1 ug 10 uL
Oligo(dT)1s Primer 100 uM 5 uM 1puL
Buffer de reaccion 5X 1X 4 L
Inhibidor de RNAsa RiboLock(20 U/uL) 1U 1pL
dNTP Mix 10 Mm 1 mM 2 uL
Transcriptasa Reversa RevertAid H Minus M-MulV 10U 1pL
(200U/pL)
Agua libre de nucleasas 1uL
Volumen total 20 pL

Se repartieron 10 L del MIX en cada tubo, afiadiendo el templado de ARN correspondiente
para cada muestra. Posteriormente, se incubo la reaccién a 42 °C por 1 hy finalmente a 70
°C por 5 min. Los productos obtenidos se emplearon directamente para el PCR y el restante

se almacend a -20 °C.

Para verificar que la reaccion de sintesis de cDNA se realiz6 correctamente, el kit provee
como control positivo GAPDH ARN. Para lo cual, al momento de preparar el MIX, se incluy6
un tubo extra y se afiadieron 2 pL de ARN control GAPDH (50 ng/L), procesando la reaccion

bajo las mismas condiciones de las muestras.

7.4.6.4 Amplificacion del segmento de interés por PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés: polymerase chain
reaction) es una reaccion enzimatica in vitro de una ADN polimerasa termoestable que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos
repetidos incorporando nucle6tidos complementarios a partir de la zona de doble cadena
originada por la union de los cebadores. Para lograr la amplificacion de los fragmentos de
interés se emplearon los oligonucleétidos seleccionados para cada transgén. Antes de
comenzar con la reaccién de PCR, se prepararon los primer’s (K1, K10 e involucrina) Tabla

8 gue se secuenciaron en el Instituto de Biotecnologia (con sus respectivas indicaciones).
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Tabla 8. Expresion de marcadores de diferenciacién terminal a nivel de ARNm en células HaCaT

(Micallef et. al., 2009).

Marcador Par de cebadores MO RO
Genbank
FP: 5-ATTTCTGAGCTGAATCGTGTGATC-3
K1 RP: 5-CTTGGCATCCTTGAGGGCATT-3’ BC063697
FP: 5-TGATGTGAATGTGGAAATGAATGC-3
K10 RP: 5-GTAGTCAGTTCCTTGCTCTTTTCA-3 NM_000421
. FP: 5-GGGTGGTTATTTATGTTTGGGTGG-3’
Involucrina BC046391

RP: 5-GCCAGGTCCAAGACATTCAAC-3’

Se realiz6 de acuerdo con el siguiente protocolo, en un tubo eppendorf de 0.2 mL se

adicionaron los reactivos de la Tabla 9.

Tabla 9. Componentes para la reaccion de PCR para un fragmento de la regién de interés

. Muestra (cDNA)
Reactivo .
Volumen requerido

DreamTaq Master Mix 2X 5 puL

Primer 5"Forward (5 uM) 0.3 uL
Primer 3"Reverse (5 uM) 0.3 uL
Agua libre de nucleasas 3.4 uL
cDNA 1L

Volumen total 10 pL

Control GAPDH
Volumen requerido
5puL
0.3 uL
0.3 pL
3.4 uL
1 pL (Dilucién 1:1000)
10 pL

Se mezclé suavemente con ayuda de una micropipeta de 10 pL y se colocaron en un
termociclador (PIKOREAL 24 Thermo SCIENTIFIC, el programa empleado fue PikoReal

Software 2.2), empleando los ciclos de temperatura segun se indica en la Tabla 10.

Tabla 10. Ciclos de temperatura empleados en el programa de PCR

Pasos Temperatura (°C)
Desnaturalizacioén inicial 95
Desnaturalizacion 95
Alineamiento 60
Extension 72
Extension final 72

Tiempo Numero de ciclos
3 min 1
30s 35
30s
1 min
5 min 1
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En el caso de la amplificacién del gen de referencia (control GAPDH); esta disefiado para

generar un producto de 496 pb por RT-PCR empleando los siguientes oligos:

e Oligo FWD (5"- CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3").
e Oligo RVS (5"-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3").
Una vez amplificados los fragmentos en estudio, se verificaron mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1.5 % (P/V).
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8. RESULTADOS

8.1 Caracterizacion del P3HB obtenido de los distintos métodos de extraccion

En la literatura existen varios métodos de ruptura celular basados en solventes halogenados
y ho halogenados que son usados para la extraccion de P3HB de la biomasa. Sin embargo,

solo se han utilizado para la recuperacion de pequefas cantidades (Aramvash et, al., 2016).

Se utilizaron tres métodos de ruptura celular y extraccion (dos métodos probados
previamente por Milldn (2017) y Castro-Vasquez (2018) y un tercero que consistié en un
método de ruptura y extraccion por secado por aspersion-SDS), los cuales permitieron la
recuperacion de P3HB a partir de biomasa. En la presente seccion se muestran los
resultados obtenidos de la primera etapa de la estrategia experimental sobre la pureza,
rendimientos y el peso molecular del P3HB obtenido.

8.1.1 Purezay rendimiento de los métodos de extraccion

El P3HB obtenido por el método convencional de hipoclorito-cloroformo (Figura 13 A), su
apariencia fue plastica y rigida con aroma a residuos de solventes no obstante de haberse
realizado un secado a 80 °C por 6 h; en tanto que el P3HB recuperado por los métodos de
etanol-acetona y secado por aspersiéon-SDS tuvo una textura blanda, con tamafios de

particula de 0.074 a 5 mm e inoloro (Figura 13 B y C, respectivamente).
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Figura 13 P3HB obtenido mediante cada uno de los métodos de extraccion A) Ruptura y extraccion
con hipoclorito-cloroformo, B) Ruptura y extraccién con etanol-acetona y C) Ruptura y extraccion por
secado por aspersion-SDS.
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Se utilizé la Ecuacion 5 para calcular el rendimiento de extraccion de P3HB por cada uno
de los métodos usados. Con el método de ruptura y extraccion con hipoclorito-cloroformo,
fue del 30 %, con el método de ruptura y extraccion con etanol-acetona fue del 79 %, en
tanto que con el método de ruptura y extraccion por secado por aspersion-SDS fue del 68
% (Figura 14).

Ecuacién 5

Cantidad total de P3HB después de la recuperacion (g)
Cantidad total de P3HB en las células (g)

Rendimiento (%) = ( ) * 100

Se analizé el P3HB por HPLC para determinar la pureza de cada uno de los polimeros
obtenidos por los métodos de extraccion. Con el método de ruptura y extraccion con
hipoclorito-cloroformo se obtuvo una pureza del 99 %, con el método de ruptura y extraccion
con etanol-acetona una pureza del 93 %, en tanto que con el método de ruptura y extracciéon

por secado por aspersion-SDS se logré una pureza del 99 % (Figura 14).
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Ruptura y extraccién con Ruptura y extraccion con Ruptura y extraccion por
Hipoclorito-Cloroformo Etanol-Acetona Secado por aspersion-SDS

Figura 14 Pureza y rendimiento de recuperacion de P3HB por los diferentes métodos de extraccion.
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8.1.2 Andlisis del peso molecular del P3HB

El peso molecular representa un pardmetro que determina las caracteristicas de los
biopolimeros para aplicaciones especificas; sin embargo, independientemente de la
aplicacion final, el peso molecular del P3HB debe ser suficientemente alto (>1x 10° kDa)

para satisfacer los requerimientos solicitados para aplicaciones biomédicas.

Con el uso del método convencional de hipoclorito-cloroformo se obtuvieron pesos
moleculares de 416 + 68 kDa, a diferencia del P3HB recuperado por el método de ruptura
y extraccion con etanol-acetona, con el cual se obtuvieron pesos moleculares de hasta
1,750 + 98 kDa (Tabla 11).

Por otro lado, los resultados obtenidos del disefio experimental en el cual se empled la
técnica de extraccion modificada de la patente N°. US9, 683, 076 B2, mostraron que, la
combinacién de 8 g de SDSI/L, tiempo de mezclado de 8 min y el doble lavado con agua
destilada, se obtuvo P3HB con un peso molecular de 1,440 £ 84 kDa (Tabla 11), resaltando
la importancia de este método donde se evitd el uso de solventes durante la extraccion y

logrando pesos moleculares mayores a 1x10° kDa.

En cuanto al indice de polidispersion (IP), este parametro nos indica el grado de variacion
en los pesos moleculares de las cadenas que conforman al polimero, las cuales pueden
romperse en diferentes tamafios debido a las condiciones de extraccion. El P3HB obtenido
por secado por aspersion-SDS tuvo un IP mayor en comparacion con el P3HB obtenido por
los métodos de ruptura y extraccion con hipoclorito-cloroformo y con etanol-acetona (Tabla
11).
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Tabla 11 Caracterizacion del P3HB recuperado por cada uno de los método de extraccion.

Método de extraccion Peso molecular (kDa) Contenido de P3HB (%) IP
Ruptura y extraccién con
, , 416 + 68 99 +0.3 2.9
hipoclorito-cloroformo
Ruptura y extraccion con
1,750 + 98 93+1.0 5.6
etanol-acetona
Ruptura y extraccion por
1,440 + 84 99+0.2 8.1

secado por aspersion-SDS

8.1.3 Andlisis de las propiedades fisicoquimicas del P3HB

8.1.3.1 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Es una técnica usada para determinar cualitativa y cuantitativamente las moléculas de
muestras organicas, inorganicas, ya sean sélidas, liquidas o gases y se basa en la

excitacion vibratoria de enlaces moleculares por la absorcién de energia de luz infrarroja.

Este estudio se realiz6 en las instalaciones de CIATEQ (Lerma, Edo. México),
comprobandose que el producto recuperado por los distintos métodos de ruptura y
extraccion fue P3HB. Ademas, este andlisis permitié evidenciar la presencia de impurezas
en el P3HB (Figura 15).

63



| R
A) v
904
%] %
-
704 A i
2031 om”!
60 cH 3
'; 504
2973om!
o - P
1720 om?
™ c=o 2
g
204
B) [="3 |W e
“‘ -
2 H
704 "
i L
504
2
304
204
104
=
C)
951
904
“‘ -
% B
75
704
3283om!
bt OH (residucs
2 desclventes)
&
559
507
454
404
354
4000 3500 000 30
Wavonumbors om-1)

Figura 15 Espectros de FTIR-ATR del P3HB obtenido mediante cada uno de los métodos de ruptura
y extraccién. A) Con hipoclorito-cloroformo, B) Secado por aspersion-SDS, C) Con etanol-acetona.
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Al analizar los espectros de FTIR del P3HB recuperado por los distintos métodos de
extraccidn, se encontraron los picos caracteristicos de la estructura quimica del
polihidroxibutirato (Tabla 12). A los 2,974 cm™ se observoé el pico correspondiente al grupo
CHjs, alos 2,930 cm™ se observé el pico correspondiente al enlace C-H, a los 1,720 cm™ se
observé el pico correspondiente al grupo C=0 y a los 1,277 cm™ se observé el pico
correspondiente a los enlaces H-C-H. Sin embargo, en el caso especifico del P3HB
obtenido por el método de ruptura y extraccién con etanol-acetona se observaron picos
correspondientes a los grupos OH (3,283 cm™), amidas | (1,647 cm™) y amidas Il (1,540 cm

1), evidenciando la presencia de impurezas en el material debido a restos celulares.

Tabla 12 Identificacién de picos presentes en las muestras de P3HB recuperado por los métodos de
ruptura y extraccion.

Etanol- Secado por Hipoclorito-
Asignacién 4@ aspersion-SDS cloroformo
acetona (cm™) 1 g
(cm™) (cm™)
Grupo OH perteneciente a los
solventes residuales 3,282.8 N.A. N.A.
Estiramiento asimétrico CHs
cristalino 2,973.1 2,974.8 2,974.2
Estiramiento CH
2,931.2 2,932.1 2,930.7
Estiramiento éster carbonilo v
(C = O) cristalino 1,720.4 1,719.9 1,719.8
Grupo amida | con C = O de
amidas asociadas a proteinas,
que puede contener
contribuciones
C = C de tramos de 1,647.6 N.A. N.A.
compuestos olefinicos y
aromaticos (residuos de
bacterias)
Grupo amida II con NOH
asociada a proteinas y pueije 1,540.6 NA. NA.
contener contribuciones C=N
(residuos de bacterias)
Deformacion simétrica CHs
(estructura helicoidal) 1,378.5 1,378.6 1,378.5
CH2 wagging cristalino (denota
1,278.5 1,276.5 1,275.1

estructura helicoidal)
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C-O-C cristalino (estructura

helicoidal) 1,260.6 1,260.4 1,260.7
C-O-C cristalino (estructura

helicoidal) 1,227.9 1,227.6 1,227.0
Estiramiento C-O-C de la

columna vertebral (cristalino y 1,180.7 1,179.6 1,180
amorfo)

Estiramiento C-C de Ila

columna vertebral 825.7 825.8 825.6

N.A.= No aplica

8.1.3.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

A través de este andlisis se logré determinar las temperaturas de transicion vitrea (Tg),
cristalizacion (Tc) y fusion (Tm) de los materiales obtenidos por los tres métodos de
extraccion probados (Figura 16), siendo esta Ultima la que permitié establecer una
temperatura de referencia para el procesamiento del material durante la fabricacion del
filamento con el cual se aliment6 la impresora 3D, asi como para establecer la temperatura

de impresion y del moldeado en placa de los andamios sin degradar el P3HB.

Para el P3HB recuperado por el método con hipoclorito-cloroformo, el termograma
evidencio las tres temperaturas (Figura 16 A): a -8.9 °C se observo la Tg, correspondiente
al incremento de la capacidad calorifica del P3HB (0.87 °C); a los 57.78 °C la Tc y a los
163.88 °C la Tm del polimero.

En tanto que para el P3HB recuperado por el método de aspersion-SDS solamente se

observaron la Tcy la Tm alos 105.10 °C y 164.85 °C, respectivamente.
Finalmente, al igual que en el termograma correspondiente al método previamente

mencionado, para el P3HB obtenido a través del método etanol-acetona se observo la Tc
alos 108.46 °CylaTm alos 162.63 °C.

66



1.0

A)

§7°C
p;
089°C o Q\
-354°C(1 i N
05— et N
g 1ec e
4411Jg \
57.78°C \
A
00 \ |
-1.15%C \ 156.70°C
— e 93 42,
5 e A I B
= 275°C 48.67°C ~ 7
= y 26,0501 \ f
3 05+ \ |
w \/
- |52.|z=c+ [
T 06411Wig |
1.0 ‘ |
15 |
|
16388°C
2.0 T T T T
B)
105.10°C
f
{
|
|
|
|
2
/
/ |109s4°c
5 /11743
= — t + t — \
3 o »
- SR —_—t t -
B 158407~ [
T 99979 |
Fin23c
0.9643Wig
{
27 mal?c
-4 - T T 1
c)
105.23°C
y |!
e
g
2 108.46°C
w 88.48)/g
o
[ 1
T t i j
04 158.58°C
} 759109 |
f +
169.63°C
-1.085W/g
16263°C
-2 T T T T
- [ 50 100 150 200 2
Exo Up Temperature (°C)

Univarsal ¥4.5A TA Instruments

Figura 16 Termogramas de DSC del P3HB obtenido de cada uno de los métodos de ruptura y
extraccion. A) Con hipoclorito-cloroformo, B) Por secado por aspersion-SDS, C) Con etanol-acetona.
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8.1.3.3 Determinaciéon del médulo de Young

El moédulo de Young es un parametro que relaciona el comportamiento lineal de un material
elastico en funcién de la fuerza que se le aplique. Esté pardmetro se obtuvo sometiendo las
probetas generadas de P3HB (Figura 9 B) en una mini-tensora en la facultad de Ciencias
Quimicas de la UNAM.

Los resultados obtenidos del P3HB generado mediante cada uno de los métodos de
extraccion se muestran en la Tabla 13. Se observé un mayor modulo de Young para el
P3HB obtenido del método de ruptura y extraccion con etanol-acetona (261 MPa), en
comparacion con el médulo de Young del P3HB obtenido por el método de ruptura y
extraccion con hipoclorito-cloroformo (217 MPa).

Tabla 13 Médulo de Young del P3HB recuperado por los distintos métodos de extraccién.

. ., Médulo de Young del
Método de recuperacion del P3HB

P3HB (MPa)
Ruptura y extraccion con hipoclorito-cloroformo 217
Ruptura y extraccion con etanol-acetona 261
Ruptura y extraccion por secado por aspersion-SDS N/D

N/D: Dato no determinado debido a la contingencia sanitaria ocasionada por el SARS-CoV2.

8.2 Generacion del filamento y andamios de P3HB

Una vez obtenido el P3HB por los distintos métodos de extraccion, el material se sec6 en
un horno a las condiciones previamente descritas en la seccion de metodologia para retirar
humedad y residuos de solventes previo a la extrusion para la elaboracion de filamento que

se utilizé para alimentar la impresora 3D durante la fabricacion de los andamios.

Se realizaron pruebas de extrusion de cada uno de los materiales recuperados,
comenzando con el P3HB obtenido por el método con hipoclorito-cloroformo, sin embargo,
el material no fue apto para realizar el filamento debido a que generé vapores en la cdmara
de fusién del extrusor y se degradd. Lo anterior podria deberse posiblemente a dos razones:

la primera debido a la presencia de residuos de cloroformo e hipoclorito de sodio en el
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material, tal como se evidencié en el FTIR (Figura 15 A), en donde aparece un pico
pronunciado en la longitud 700 cm™, el cual corresponde al enlace C-Cl (730-550 cm™?); y
la segunda, pudo deberse a que el sensor del extrusor indicara temperaturas erréneas, ya
que al utilizar la tm de este material no se logré extruir el filamento, por lo que al utilizar una

tm de 180 °C el material generd vapores debido a la degradacién del P3HB.

Por otro lado, con 100 g del material recuperado por los método de ruptura y extraccion
con etanol-acetona y secado por aspersion-SDS se logré generar aproximadamente 15 m
filamento flexible y con textura ligeramente rugosa (Figura 17).

Figura 17 Filamento de P3HB generado en el FILABOT a partir de los métodos de extraccion y
ruptura. A) Con etanol-acetona), B) Secado por aspersién-SDS.

Una vez generado el filamento de P3HB, se procedio a disefiar y generar andamios en la
impresora 3D. Los andamios generados tuvieron un grosor 200 um, tamafos de poro que
oscilaron entre 70-90 um y con una coloracion caramelizada para el P3HB obtenido por el
método de ruptura y extraccion con etanol-acetona (Figura 18).

Figura 18 Primeros andamios disefiados de P3HB por impresion 3D. A) Con poros, B) Sin poros.
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Se realizaron las primeras pruebas de biocompatibilidad de los andamios anteriormente
descritos con células HaCaT, comprobandose la adherencia de estas células a dichos
andamios a través de microscopia de epifluorescencia (Figura 24). Derivado de lo anterior,
se procedi6 a generar los andamios con el P3HB obtenido de los dos métodos de ruptura y
extraccion con etanol-acetona y con el de secado por aspersion-SDS, pero ahora con una
forma circular (puesto que se pretendia evaluar dichos andamios en un sistema Transwell)
a través de impresion 3D y moldeado en placa (Figura 19), con tamafios de 1y 2 cm, un
grosor de 200 um. Para el caso de los andamios generados por impresion 3D, estos
presentaron coloracién café claro homogéneo, en tanto que los andamios generados por
moldeado en placa presentaron una coloracién fue mas clara debido a un menor tiempo de
exposicion a la temperatura de fusion (180 °C).

Método de rupturay extraccion Método de ruptura y extraccion

con etanol-acetona con secado por aspersion-SDS
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Figura 19 Andamios generados por la técnica de impresion 3D y moldeado en placa.

8.2.1 Determinacién del angulo de contacto

Una vez generados los andamios por las técnicas de impresién 3D (empleando el filamento

generado previamente) y moldeado en placa (con el P3HB en polvo recuperado de los
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métodos de extraccion) se determiné el angulo de contacto de cada uno de ellos utilizando
la técnica de gota sésil, la cual consiste en la medicion del angulo entre la gota de agua y
la superficie del andamio para determinar si la superficie del andamio es hidrofilica o

hidrofébica.

En la Tabla 14 se muestran los valores de angulos de contacto de cada uno de los
andamios generados. Se obtuvieron valores menores de 75° lo que indicé que los
andamios generados en el presente trabajo tienen una superficie hidrofilica, caracteristica
gue permite la adherencia de las células al andamio, en comparaciéon con el andamio
generado por electrohilado por Mondragdn-Guillen (2020), cuyo angulo de contacto fue de
100°.

Tabla 14 Angulo de contacto de los andamios de P3HB generados.

Método de recuperacion Técnica Muestra
Ruptura y extraccién con Electrohilado
hipoclorito-cloroformo (control)

Impresion 3D

Ruptura y extraccién con

etanol-acetona
Moldeado en placa

Impresion 3D
Ruptura y extraccion por

secado por aspersion-SDS
Moldeado en placa

8.2.2 Caracterizacion superficial de los andamios
Se obtuvieron imagenes por microscopia electronica de barrido (SEM) de cada uno de los

andamios fabricados en el presente trabajo por moldeado en placa e impresion 3D, asi
como del andamio control que fue fabricado por Mondragon-Guillen (2020) por
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electrohilado. Lo anterior para comparar su morfologia superficial y verificar si las
superficies de los andamios generados en este trabajo eran porosas. Para ello se aplicaron
15 kV de voltaje sefal de electrones secundarios y retrodispersados para lograr
amplificaciones de 300X, 1,000X y 4,000X (Figura 20) con objeto de visualizar la estructura

panoramica y detalles de la superficie de los andamios.

El andamio generado por moldeado en placa de P3HB obtenido del método de secado
por aspersion (Figura 20 A) mostro la presencia de pequefios poros, aproximadamente de
5 um en la amplificacién de 300X; mientras que en las amplificaciones 1,000 y 4,000X se
observé una superficie estriada con pequefas protuberancias distribuidas. Siguiendo con
el soporte que se obtuvo por la técnica de moldeado en placa de andamios de P3HB
obtenido por el método etanol-acetona (Figura 20 C) la morfologia de la superficie mostro
cierta relieve en la superficie y ausencia de poros.
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Figura 20 Microscopia Electronica de Barrido de superficies de andamios de P3HB por los métodos
de ruptura y extraccion: secado por aspersion-SDS: A) Moldeado en placa, B) Impresion 3D; etanol-
acetona: C) Moldeado en placa, D) Impresién 3D; hipoclorito-cloroformo: E) Electrohilado.

Por otro lado, en los andamios generados de P3HB obtenido del método de secado por
aspersion-SDS por la técnica de impresion 3D (Figura 20 B) mostré una superficie con
relieve, protuberancias y ciertos hundimientos de aproximadamente 10 um de ancho (los
cuales se observan en las micrografias de 300X y 1,000X). Respecto a la superficie del
andamio de P3HB obtenido del método etanol-acetona generado por impresion 3D (Figura
20 D), present0 poros pequefios (3-9 um) en el objetivo 300X, mayor protuberancias y un

mayor relieve superficial en comparacion con los otros andamios.
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Finalmente, en la Figura 20 E, correspondiente al andamio control generado por la
técnica de electrohilado de P3HB obtenido del método hipoclorito-cloroformo, con el
objetivo de 300X mostré tamafios de poro de 4 a 80 um, asi como acumulaciones de fibras

del P3HB en algunas zonas y morfologia heterogénea en cuanto al grosor de las fibras.

8.3 Cultivo y biocompatibilidad de las células HaCaT en andamios de P3HB
8.3.1 Cinéticas de crecimiento para la caracterizacién de la linea celular de
gueratinocitos HaCaT

Se realizo la caracterizacion de las células HaCaT a fin de determinar su velocidad
especifica de crecimiento y su tiempo en dos medios de cultivo diferentes: i) la primer
cinética se realiz6 en medio DMEM-F12 con 10 % SFB, medio de cultivo en el cual se
encontraban las células adquiridas, mismo que se usé para las pruebas preliminares de
biocompatibilidad con los andamios de P3HB generados por impresion 3D (este mismo
medio fue utilizado por Mondragon-Guillen, 2020 para el crecimiento de células de
gueratinocitos en los andamios control generados por electrohilado), ii) la segunda cinética
se realiz6 en medio especifico KTC, previa adaptacion de las células en este medio, usando
dos concentraciones diferentes de CaCl,: a 0.03 mMy 2.4 mM (Figura 21).
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Figura 21 Cinéticas de crecimiento de la linea celular HaCaT en medio DMEM-F12 y en medio
especifico KTC libre de suero a baja y alta concentracién de CacCl..
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Se observo que la fase exponencial de crecimiento celular en las cinéticas en medio DMEM-
F12 con 10 % SFB y en el medio KTC 2.4 mM CaCl; comenzé a partir de las 72 h, en tanto
gue esta fase para la cinética en medio KTC 0.03 mM CacCl; inici6 a las 48 h. No obstante
lo anterior, en las tres cinéticas de caracterizacion de la linea celular, la viabilidad se

mantuvo alrededor del 90 % durante la fase exponencial de crecimiento.

La fase de muerte para las cinéticas en medio KTC a 0.03 y 2.4 mM CaCl, comenzé a
partir de las 240 h, en tanto que esta fase para la cinética en medio de cultivo DMEM-F12
con 10 % SFB se present6 a partir de las 336 h.

Los datos obtenidos de las cinéticas se procesaron y se calcul6 la velocidad especifica
de crecimiento y tiempo de duplicacion celular (Tabla 15). Para la velocidad especifica de
crecimiento, se observo que esta fue mayor en el cultivo en medio DMEM-F12 con 10 %
SFB en comparacion con la obtenida para el medio KTC a 0.03 y 2.4 mM de CaCl,. Este
mismo orden se observo con el tiempo de duplicacién, el cual fue menor para el cultivo
realizado en medio DMEM-F12 con 10 % SFB en comparacion con los obtenidos para el
medio KTC a 0.03 y 2.4 mM de CaCls.

Tabla 15 Resumen de los parametros cinéticos de la linea celular HaCaT.

Condicion i (h?t) Tiempo de duplicacion (h)
DMEM-F12 0.022 + 0.001 32+1.49
KTC 0.03 mM CacCl, 0.017 £ 0.001 40+ 1.43
KTC 2.4 mM CaCl, 0.015 + 0.002 45 + 5.37

En cada una de las cinéticas fueron tomadas imagenes cada 24 h; sin embargo, por la
cantidad de imagenes solo se muestran a continuacion las micrografias de cada 48 h
(Figura 22).

Las células de las cinéticas DMEM-F12 y KTC 2.4 mM de CaCl, mostraron una
morfologia epitelial y poliédrica (Figura 22, inciso A y C, respectivamente). Sin embargo,
cuando la concentracion de calcio en el medio KTC fue de 0.03 mM CacCl., la morfologia

celular fue més parecida a la fibroblastica y fusiforme (Figura 22 C).
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Figura 22 Microscopia de campo claro de las cinéticas de crecimiento tomadas cada 48 h. A) DMEM-
F12, 10% SFB, B) KTC 0.03 mM CaClz y C) KTC 2.4 mM CaCla.

8.3.2 Biocompatibilidad de las células HaCaT con los andamios de P3HB

Se realizé un primer andlisis de biocompatibilidad con los andamios generados por
impresion 3D con P3HB recuperado del método de ruptura y extraccion con etanol-acetona
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y usando medio de cultivo DMEM-F12 con 10 % SFB para replicar las mismas condiciones
de cultivo utilizadas por Mondragon-Guillen (2020) para este analisis del andamio control
generado por la técnica de electrohilado de P3HB obtenido del método de hipoclorito-

cloroformo (Figura 23).

En la Figura 23 A se observa que el andamio control estd compuesto por fibras del
polimero y tiene tamafios de poro heterogéneos. Por otro lado, con el P3HB obtenido del

método de etanol-acetona, se generaron andamios por impresién 3D sin y con poros (Figura

23 incisos B y C, respectivamente) con un grosor de 200 pm.

Figura 23 Andamio de P3HB para el analisis de biocompatibilidad. A) Control, electrohilado, B)
Impresién 3D sin poros, C) Impresion 3D con poros.

Los andamios se esterilizaron con 6xido de etileno antes de realizar el cultivo de las células.
Posteriormente se inocularon los soportes con una concentracién celular de 5x10* cel/mL.
Transcurridos 5 dias de cultivo, los andamios en conjunto con las células fueron sometidos
a tinciones: la primera con tincion Hoechst y después con naranja de acridina y yoduro de
propidio para identificar células vivas y muertas sobre el andamio control y los andamios

generados por impresion 3D.

En la Figura 24 se muestran las micrografias por epifluorescencia en cada uno de los
andamios utilizados para dicho andlisis. En los tres andamios (control, impresion 3D sin
poros e impresion 3D con poros) en el filtro FITC se observaron células HaCaT viables que
flourecieron de color verde, en tanto que con el filtro TRIC no se observaron células muertas
(color rojo) y, por ultimo, en el filtro HOESCH flourecieron de color azul los nucleos de las

células vivas.

77



En la Figura 24 A y C se muestra un crecimiento heterogéneo de las células HaCaT
sobre el andamio control y en el andamio por impresion 3D con poros, respectivamente, a
diferencia del crecimiento homogéneo de las células sobre el andamio por impresion 3D sin
poros (Figura 24 B).

FITC TRITC HOESCH

Figura 24 Biocompatibilidad de las células HaCaT con los andamio; A) Control (electrohilado), B)
Impresion 3D sin poros y C) Impresién 3D con poros.

8.4 Comprobacion de la diferenciacion de la linea celular HaCaT

Transcurridos 15 dias de cultivo de las células HaCaT en una caja T-25 con los medios de
cultivo DMEM-F12 con 10 % SFB y KTC a 0.03 y 2.4 mM CaCls, se realizo la extraccion de
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ARNmMm, siguiendo el protocolo descrito en la seccion de metodologia, para confirmar, a
través de la identificacion de la expresién de los genes que codifican para las proteinas
queratina 1, queratina 10 e involucrina, que este Ultimo medio de cultivo permite la
diferenciacion celular de la linea HaCaT, la cual es indispensable para dar funcionalidad al
cultivo sobre el andamio mediante la obtencion de células basales y diferenciadas que
permitan la estratificacion celular y con ello la formacién de los diferentes estratos que

conforman la dermis.

En la Figura 25 se muestra la presencia del gen constitutivo GAPDH en los productos de
RT-PCR del ARNm extraido de células cultivadas en los diferentes medios (control positivo
de la RT-PCR). Asimismo, el producto de RT-PCR del ARNm extraido de células cultivadas
en medio DMEM-F12 con 10 % SFB, evidenci6 que las células estan diferenciadas dada la
identificacion de la expresién de los genes K1, K10 e involucrina. Lo anterior era de
esperarse ya que el medio de cultivo contiene CacCl,, de acuerdo con lo especificado por el
fabricante. Por otra parte, el producto de RT-PCR del ARNm extraido de células cultivadas
en medio KTC a 0.03 mM de CacCl,, evidencié que las células se encontraban en estado
basal porque no se identific la expresion del gen K1 que codifica para queratina K1, la cual
marca el inicio del proceso de diferenciacién celular. Finalmente, con el producto de RT-
PCR del ARNm extraido de células cultivadas en medio KTC a 2.4 mM de CacCl,, se
evidencié que las células estaban diferenciadas ya que se identificaron los genes que

expresan tanto para queratina K1, queratina K10 e involucrina.

X
N2 ® ®

K10 147 pb

Figura 25 Identificacion de la expresion de los genes que codifican para GAPDH (control +), K1, K10
e involucrina por electroforesis de una reaccion de RT-PCR.
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Con base en lo observado en la Figura 25, se realiz6 el andlisis de las bandas del gel de
electroforesis utilizando el programa ImageJ para cuantificar las Unidades Relativas de
Absorbancia (URA) de los genes expresados durante la RT-PCR. La expresion del gen K1
en el medio de cultivo KTC a 2.4 mM CacCl, fue de 1.12 URA en comparacion con las 0.01
URA obtenidas para el medio de cultivo KTC a 0.03 mM CaCl.. No obstante lo anterior, las
URA obtenidas a la condicién de 2.4 mM CaCl; fue 3.43 veces menor en comparacion con
el medio DMEM-F12 con 10 % SFB (3.85 URA). La expresion para el gen K10 en el medio
de cultivo KTC a 2.4 mM CacCl, fue de 0.45 URA en comparacion con las 0.34 URA
obtenidas para el medio de cultivo KTC a 0.03 mM CaCl,. No obstante lo anterior, las URA
obtenidas a la condicion de 2.4 mM CaCl, fue 8.78 veces menor en comparacion con el
medio DMEM-F12 con 10 % SFB (3.95 URA). Finalmente, la expresion para el gen
involucrina en el medio de cultivo KTC a 2.4 mM CacCl; fue de 1.31 URA en comparacion
con las 0.38 URA obtenidas para el medio de cultivo KTC a 0.03 mM CacCl,. No obstante lo
anterior, las URA obtenidas a la condicion de 2.4 mM CaCl, fue 2.69 veces menor en
comparacion con el medio DMEM-F12 con 10 % SFB (3.52 URA).

Expresion K1 Expresion K10 Expresion Involucrina

Unidades Relativas de Absorbancia
(URA)

3 3 3
2 2 2
- -9 -
0 0
DMEMF12 0.03mM Ca+ 24mMCa+ DEMEMF12 003mMCa+ 24mMCa+ DMEMF12 0.03mM Cas 24mM Ca+

Figura 26 Cuantificacion de la expresion de los genes K1, K10 e involucrina en células HaCaT.
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9. DISCUSION

9.1 Caracterizacion del P3HB recuperado

En la literatura se ha reportado el uso de P3HB para distintas aplicaciones, que van desde
materia prima para la produccion de pinturas, hasta aplicaciones mas especializadas en el
area biomédica para la fabricacion de material quirdrgico y regeneracion de tejidos. Sin
embargo, para este tipo de aplicaciones, se requieren pesos moleculares superiores a
1,000 kDa, debido a que el peso molecular determina el comportamiento elastico del
material y su aplicacion final (Koller et. al., 2013; Fei et. al., 2016).

El peso molecular también se ve afectado por el método de extraccion, esto debido a
que las condiciones o solventes utilizados durante la extraccion rompen las cadenas del
polimero, formando cadenas de menor tamafio, no obstante, la extraccion con cloroformo
sigue siendo el mas utilizado debido a su simplicidad y rapidez (Jacquel et. al., 2008;
Aramvash et. al., 2016). Sin embargo, en trabajos anteriores se demostrd que una solucion
cloroformo-hipoclorito de sodio permitia la recuperacién de P3HB con una menor cantidad
de solvente (Hahn et. al. 2011).

No obstante, Millan (2017) report6 que el método de hipoclorito-cloroformo causa ruptura
de las cadenas de P3HB, afectando su peso molecular negativamente disminuyéndolo
hasta un 50 %, esto debido a la existencia de granulos nativos amorfos del P3HB los cuales
son bastante vulnerables a la saponificacion alcalina y se descomponen rapidamente en
productos solubles, como mondmeros y oligémeros (Hahn et. al., 1994; Jaquel et. al., 2008,
Raza et. al., 2018).

Este mismo efecto se observé en el presente trabajo, debido a que el peso molecular
obtenido por el método de ruptura y extraccién con hipoclorito-cloroformo fue de 416 + 68
kDa respecto al P3HB obtenido por los métodos de ruptura y extraccién con etanol-acetona
(1,750 £ 98 kDa) y el de secado por aspersion-SDS (1,440 + 84 kDa).

En cuanto a pureza, el P3HB es mas soluble en cloroformo; por lo tanto, después de la
recuperacion del polimero por el método de hipoclorito-cloroformo se obtuvo un material

con una pureza del 99 % y un rendimiento del 30 %. En cuanto a pureza, es un valor dentro
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de lo reportado en la literatura, el cual va desde 98-100 %; sin embargo, en cuanto al
rendimiento, se reportan valores de 79-90 % (Hahn et. al., 1994; Jaquel et. al., 2008;
Aramvach et. al., 2016). El rendimiento tan bajo que se obtuvo se debe a la pérdida del
P3HB en el momento de realizar la separacion de las fases acuosas y organicas que se

forman en dicho método de extraccion.

En comparacién con el material recuperado con etanol-acetona, el rendimiento fue del
79 % y su pureza del 93%, lo anterior debido a que el material contenia residuos celulares
y de solventes, mismos que fueron evidenciados en el espectro de FTIR (Figura 15 C). No
obstante lo anterior, la pureza del material fue similar a la reportada por Aramvash y
colaboradores (2016), quienes al realizar extracciones de P3HB a partir de biomasa
huameda, obtuvieron valores de pureza entre 97-98 + 2 %, con rendimientos de entre 35-96
+ 3 %.

Se considera que para mejorar la pureza del material obtenido por etanol-acetona se
podria adicionar un lavado con SDS y uno mas con agua destilada para retirar una mayor

cantidad de proteinas y restos celulares.

Al analizar los espectros de FTIR del P3HB recuperado por los distintos métodos de
extraccion (Figura 15) se encontraron bandas caracteristicas de poli-3-hidroxibutirato (Tabla
7): i) la banda caracteristica a 1,720 cm™, correspondiente al estiramiento éster carbonilo
(C = O) de la parte cristalina de P3HB (Sato et. al., 2004; Hu et. al., 2006; Aarthi et. al.,
2011), i) las bandas caracteristicas de la estructura helicoidal del P3HB aproximadamente
a 1379, 1275-1279, 1261, y 1228 cm™ (Sato et. al., 2004), iii) la banda del estiramiento C-

O-C de la columna vertebral de P3HB aproximadamente a 1180 cm™ (Hu et. al., 2006).

Cabe mencionar que en el FTIR para el P3HB obtenido por el método de ruptura y
extracciéon con etanol-acetona, ademas de las bandas descritas en el parrafo anterior, se
observé una banda aproximadamente a 1650 cm™ (banda amida I), correspondiente al
enlace C=0 de amidas asociadas con proteinas, que también puede contribuir a la sefial
del grupo C=C caracteristica de compuestos olefinicos y aromaticos; se observo la banda
referente al grupo amida Il (N-OH) aproximadamente a 1535-1540 cm?, la cual esta

asociada con proteinas y puede tener contribuciones al enlace C=N. Estas bandas han sido
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encontradas en células secas de Dinoroseobacter sp. aislado de Phaeodactylum
tricornutum Bohlin que son productoras de polihidroxibutirato (PHA) (Xiao el. Al., 2011), por
lo cual indicarian residuos de otros componentes de bacterias, como se puede inferir su
relacién con grupos asociados con proteinas. Finalmente se observo la banda entre 3280-

3285 cm* correspondiente al grupo hidroxilo (OH), caracteristica de solventes residuales

(Coates, 2000).

Respecto a las muestras de P3HB obtenidas de los métodos de ruptura y extraccion con
hipoclorito-cloroformo y el de secado por aspersion-SDS, los picos en el espectro de FTIR
coinciden con los de un P3HB estandar (Bhagowati et. al., 2015), como se observa en la

Figura 27.

PHB standard
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. - v - v
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Figura 27 Espectro de FTIR de P3HB estandar comercial (Bhagoeati et. al., 2015).

9.1.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Solo para el material recuperado a través del método con hipoclorito-cloroformo se logré
identificar tanto la Tg, la Tc y la Tm en comparacion con los métodos en donde su utilizé
secado por aspersion-SDS y etanol-acetona, en donde los termogramas solo evidenciaron

estas ultimas dos temperaturas.
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Si bien la Tg indica el punto de transicion vitrea del material debido al incremento de la
capacidad calorifica del polimero a causa de un mayor flujo de energia (calor) respecto a la
variacion de la temperatura, esta no se observé en los métodos de secado por aspersion-
SDS y etanol-acetona posiblemente porque la velocidad de calentamiento utilizada (10
°C/min) en los andlisis no permitié el suministro del calor necesario para lograr, a través de
la energia cinética ganada por los nucleos de la parte cristalina del PHB, un ordenamiento

de las cadenas poliméricas del material (Ebnesajjad, 2016).

Respecto a la Tc del material recuperado a través del método con hipoclorito-cloroformo
(57.78 °C), pudo haber estado muy por debajo de los 105.10 °C y 105.23 °C registrados
para los materiales obtenidos por secado por aspersion-SDS y etanol-acetona,
respectivamente, debido a que el PHB tuvo un peso molecular menor en comparacion con
el PHB obtenido por los otros métodos (246.15% menor al peso molecular del PHB
recuperado por el método de secado por aspersion-SDS y 320.68% menor al peso
molecular del PHB recuperado por el método de etanol-acetona), lo que permitié una mayor
activacion molecular y reordenamiento de la parte cristalina del polimero (Xin et. al., 2019)
en menor tiempo en comparacion con los otros materiales. No obstante lo anterior, la Tc
del PHB obtenido por el método con hipoclorito-cloroformo estuvo mas cercana a la
reportada por Abdelwahab y colaboradores (2012): 48 °C para un PHB de 425 kDa y un

indice de Polidispersion de 2.51.

La Tc también permitio evidenciar que el PHB recuperado por el método de secado por
aspersion-SDS tuvo un mayor grado de cristalinidad en comparacion con el material
obtenido por el método de etanol-acetona (68% vs 52%) dado que las cadenas poliméricas
lograron una mayor disposicion ordenada (Barham et al.,1984; Lizarraga-Valderrama et. al.,
2015), lo que le permitid la disipacion de una energia latente de cristalizacion de 117.4 J/g,
es decir 31.2% mayor en comparacion con la energia correspondiente al PHB recuperado

por el método de etanol-acetona (89.49 J/g).

En tanto que para los tres materiales recuperados por los métodos de extraccion

mencionados se observaron dos Tm, posiblemente debido a un igual numero de
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conformaciones de cristales en el P3HB, las cuales han sido reportadas por Kumar Rastogi

y colaboradores (2017), asi como por Botana y colaboradores (2010).

9.1.2 Determinacion del médulo de Young

Los valores de Modulo de Young son directamente proporcionales al peso molecular del
polimero, presentdndose un comportamiento inverso para las muestras con pesos
moleculares de entre 1,660 y 2,030 kDa, ya que ha sido reportado que en este rango existen
regiones amorfas en las cadenas del polimero (Dominguez-Diaz et. al., 2015). Por lo
anterior y toda vez que el peso molecular del P3HB obtenido por el método de ruptura y
extraccion con etanol-acetona se encontr en este rango (1,750 kDa) su Mddulo de Young
fue de 217 MPa, en comparacion con el Médulo de Young de 261 MPa para el P3HB
obtenido por el método de ruptura y extraccion con hipoclorito-cloroformo, el cual tuvo un

peso molecular de 416 + 68 kDa.

Si bien Dominguez-Diaz y colaboradores (2015) reportaron un Médulo de Young de 650
MPa para un P3HB con un peso molecular de 1,650 KDa, el material provenia de un método
de extraccién distinto al de etanol-acetona (extraccion con cloroformo) y la medicion del
Modulo de Young la realizé utilizando peliculas de P3HB, a diferencia de las probetas

empleadas en el presente trabajo.

Por ultimo, para el método de recuperacion de P3HB por ruptura y extraccion por secado
por aspersion-SDS no se logro determinar el valor del Modulo de Young, no obstante lo
anterior, se estima que el Médulo de Young seria mayor al valor del P3HB obtenido por el
método de etanol-acetona (217 MPa), ya que el peso molecular de 1,440 + 84 kDa se
encontré por debajo del rango en donde la proporcionalidad peso molecular-Moédulo de

Young se invierte.

9.1.3 Determinacion del &ngulo de contacto

La hidrofobicidad de una superficie es posible conocerla midiendo el angulo de contacto a
través de la dispersion de una gota de agua sobre la superficie; asi, mientras menor sea el

angulo de contacto (<90°) mas hidrofilica sera la superficie; en tanto que valores por arriba
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de 90° se trata de una superficie hidrofébica (Chang & Wang, 2011; Dominguez-Diaz et.
al., 2015; Lizarraga-Valderrama et. al.,, 2015). Estudios han demostrado que esta
caracteristica influye sobre la adhesion, propagacion, proliferacion y diferenciacion celular

cuando las superficies son hidrofilicas (Xu and Siedlecki, 2007; Wei et. al., 2009).

La medicién del angulo de contacto de la gota de agua sobre los andamios generados
en el presente trabajo por moldeado en placa e impresién 3D a partir del P3HB obtenido
por los métodos de etanol-acetona y secado por aspersion-SDS, arrojaron valores de entre
62 y 75°, indicando superficies hidrofilicas en comparacion con la superficie del andamio
control que fue generado por electrohilado a partir de P3HB recuperado por el método de
ruptura y extraccion con hipoclorito-cloroformo por Mondragon-Guillen (2020).

Lo anterior se atribuye a que los grupos hidroxilo (-OH) y carbonilo (-COH), presentes en
la estructura del P3HB, dependiendo la conformacion espacial del material, tienden a tomar
un ion de hidr6geno adicional (aceptores de hidrégeno), lo que genera una fuerte influencia
hidrofilica, aunado a la rugosidad de la superficie que favorecen angulos de contacto
menores (Chang & Wang, 2011).

9.1.4 Caracterizacion superficial de los andamios por SEM

Los andamios generados por la técnica de moldeado en placa, tanto para el P3HB
obtenido por secado por aspersion-SDS y etanol-acetona (Figura 20 inciso A y C,
respectivamente) mostraron una morfologia superficial lisa y con algunas protuberancias
en los andamios de P3HB. Lo anterior coincide con la morfologia reportada en la literatura
para andamios moldeados en placa con ayuda de una prensa (Abdelwahab et. al., 2012;

Lizarraga-Valderrama et. al., 2015).

Por el contrario, los andamios generados por impresién 3D a partir de P3HB obtenido
por los métodos mencionados en el parrafo inmediato anterior, mostraron una morfologia
con cierta rugosidad y protuberancias (Figura 20 inciso B y D, respectivamente).
Adicionalmente, los andamios fabricados con P3HB obtenido por el método etanol-acetona
presentaron algunos poros, lo cual no ha sido reportado para andamios generados por esta

técnica y con un material con caracteristicas similares a las del presente trabajo. Lo anterior
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se consideraria una propiedad indeseable para la potencial aplicacion de estos andamios
para aplicaciones biomédicas, ya que podria influir negativamente sobre la adhesion,

propagacion y proliferacion celular.

9.2 Cultivo y biocompatibilidad de las células HaCaT en andamio de P3HB
9.2.1 Cinéticas de crecimiento para la caracterizacion de la linea celular
HaCaT

La velocidad especifica de crecimiento de la linea celular en el medio de cultivo DMEM-
F12, 10 % SFB fue de 0.022 h, con un tiempo de duplicacién de 32 h, valores que
coincidieron con lo reportado en la literatura para la linea celular de queratinocitos HaCaT,

asi como la morfologia resultante bajo las condiciones de cultivo (Scheitza et. al., 2012).

Por otro lado, para el caso de la cinética de células HaCaT en medio de cultivo KTC
con 0.03 mM CacCl; el tiempo de duplicacion fue de 40 h, es decir 25% mas respecto al
control (DMEM-F12, 10 % SFB), debido a que el medio KTC es un medio de cultivo
especifico libre de SFB, en el cual las células crecieron a menor velocidad (0.017 h'') y con
una morfologia fusiforme y tipo fibroblastica a consecuencia del bajo nivel de calcio
presente, elemento que desempefian un papel importante en la activacién de los
gueratinocitos epidérmicos para su proliferacién (Boukamp et. al., 1988; Micallef et. al.,
2009; Scheitza et. al., 2012).

Por ultimo, para la cinética de crecimiento celular en el medio KTC con 2.4 mM CacCl,
se esperaba que el tiempo de duplicacion fuera similar al obtenido para el cultivo en el
medio DMEM-F12, 10 % SFB (el cual esta suplementado por el fabricante con CaCl, a una
concentracion de 1.9 mM), no obstante lo anterior, este parametro fue 40.6 % mayor en
comparacion con el tiempo de duplicacién obtenido para el medio de control (45 h vs 32 h),
ocasionado por el impacto del incremento de la concentracion de CaCl, de 0.03 mM a 2.4
mM a las 24 h de haber iniciado la cinética. Este comportamiento también fue observado
por Micallef y colaboradores (2009) durante una cinética de crecimiento de esta misma linea
celular en medio KTC con 0.09 mM CaCl,y un incremento de este compuesto a 1.2 mM a
las 72 h.
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9.2.2 Biocompatibilidad de las células HaCaT con los andamios

Se comprobé que el P3HB no caus6 ningln tipo de toxicidad a las células, lo cual permitié
que las células HaCaT se adhirieran en los tres andamios que se evaluaron de manera
preliminar (Figura 25). Para el andamio de electrohilado (Figura 25 A) hubo un crecimiento
heterogéneo, esto debido a dos posibles situaciones, la primera podria ser al angulo de
contacto evaluado (100°) y la segunda al tamafio de poros heterogéneo, lo cual ha sido
reportado los trabajos de Dominguez-Diaz, (2016) y Mondragén-Guillen, (2020).

Los andamios generados por impresién 3D con poros del P3HB obtenido del método
de ruptura y extraccion con Etanol-acetona (Figura 25 C) se observéd en el filtro FITC
(células vivas fluorecen de color verde) un crecimiento celular homogéneo; sin embargo,
bajo el filtro HOESCH (fluorecen de color azul los ndcleos de las células vivas) se observo

que la proliferacién celular no fue homogénea.

Esto posiblemente se debid a los tamafios de poros del andamio (75-100 um), ya que
estos fueron mayores que el tamano de las células (25 um) y probablemente este andamio
genero cierta fluorescencia en el filtro FITC por lo que de momento el crecimiento fue

homogéneo de las células.

Por ultimo, el andamio generado por impresion 3D sin poros de P3HB obtenido del
método de ruptura y extracciébn con Etanol-acetona, se observé un crecimiento celular
homogéneo tanto en el filtro FITC y en el HOESCH. Lo anterior coincide con andamios
generados con diversas técnicas que proporcionan soportes con morfologias superficiales
lisas, con ciertas protuberancias, relieve y algunos microporos, en los cuales han cultivado
algunos linajes celulares. Tal es el caso del cultivo de células HaCaT, Osteoblastos, células
neuronales y fibroblastos, encontrando que en andamios de P3HB hay una mayor
proliferacion celular, en comparacion con otros polimeros o combinaciones de ellos (Coa
et. al., 2005; Misra et. al., 2010; Lizarraga-Alderrama et. al., 2015)
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9.2.3 Diferenciacion de la linea celular HaCaT en condiciones in vitro

El analisis de la expresion de los genes que codifican para la sintesis de queratina K1, K10
e involucrina permitié evidenciar que las células de queratinocitos HaCaT mantenian su
capacidad de diferenciacién en condiciones in vitro, no obstante de haberse llevado a cabo
un proceso de adaptacién de dicha linea celular del medio DMEM-F12, 10 % SFB al medio

especifico KTC suplementado con CaCls.

Es importante mencionar que, como era de esperarse, a las 96 h de cultivo las células
en el medio KTC con 0.03 mM CacCl; no se encontraban diferenciadas, ya que si bien en el
gel de electroforesis del producto de RT-PCR se observo la banda correspondiente al gen
K10 (Figura 25), diversos estudios han demostrado que el cambio morfoldgico y estructural
de la diferenciacion de las células de queratinocitos estan ligados con la expresién tanto del
gen que codifica para la queratina K1, como de los genes que codifican para la queratina
K10 y la involucrina (Deyrieux et. al., 2007; Micallef et. al., 2009; Bikle et. al., 2012).
Adicionalmente, lo anterior evidencio que una baja concentracion de calcio en el medio de
cultivo mantuvo a las células en estado basal, favoreciendo la produccién de queratinas K5
y K14, de acuerdo con lo reportado por (Deyrieux et. al.,, 2007; Bikle et. al., 2012)

indispensables para la formacién de una monocapa homogénea

Por otra parte, las células cultivadas en el medio KTC con 2.4 mM CacCl,a las 96 h si se
encontraban diferenciadas en virtud del resultado obtenido en el gel de electroforesis del
producto de RT-PCR (Figura 25), en donde se observaron las bandas correspondientes a

los genes que expresan tanto para K1, K10 e involucrina.

Las bandas observadas en la Figura 25, correspondientes al cultivo de células en el
medio KTC a las diferentes concentraciones de CaCl,, también fueron observadas por
Micallef y colaboradores (2009) en un ensayo de Western Blot para células HaCaT
cultivadas en dicho medio a concentraciones de 0.09 y 1.2 mM de CaCl, durante 3 dias
(Figura 28). Cabe resaltar que a medida que evoluciono el cultivo, las células en bajo calcio
se diferenciaron por la formacién de desmosomas una vez alcanzada una confluencia

mayor al 80%.
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Figura 28 Analisis de Western y comparacion de marcadores de diferenciacion K1, K10 y expresion
de involucrina; (-) bajo calcio, (+) alto calcio, tomada de Micallef et. al., (2009).
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10 CONCLUSIONES

o EI P3HB obtenido por los métodos de extraccion de secado por aspersion-SDS y
etanol-acetona, mostraron propiedades adecuadas para ser usados como andamios
en ingenieria tisular debido a su alto peso molecular: 1,440 y 1,750 KDa,

respectivamente.

e Los andamios generados tanto por impresion 3D como por moldeado en placa, a
partir de P3HB obtenido por los métodos de extraccion de secado por aspersion-
SDS y etanol-acetona, tuvieron angulos de contacto menores a 90° y superficies
hidrofilicas en comparacion con el andamio control (generado por electrohilado a
partir de P3HB obtenido por el método de hipoclorito-cloroformo).

e El analisis de biocompatibilidad revel6 que en los andamios de P3HB recuperado
por el método de extraccion con etanol-acetona y fabricados por la técnica de
impresiéon 3D sin poros, se tuvo una mayor proliferacion celular en comparacion con

el andamio control.

e Los andlisis de RT-PCR mostraron que las células HaCaT mantuvieron su
capacidad de diferenciacion una vez adaptadas al medio de cultivo KTC con alta
concentracion de CaCl; (2.4 mM), lo que en conjunto con lo mencionado en el punto
anterior, aseguraria la funcionalidad de una biomatriz para la formacién de un

sustituto de piel en un sistema in vivo.
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11 PERSPECTIVAS

Si bien la emergencia sanitaria provocada por SARS-CoV2 limitd en gran medida el
desarrollo y el alcance del presente trabajo (quedando pendientes los ensayos en el sistema
Transwell para evidenciar la formacion de un tejido funcional a partir de un cultivo de células
HaCaT sobre los andamios generados por impresion 3D y moldeado en placa a partir de
P3HB recuperado por los métodos de etanol-acetona y el de secado por aspersion-SDS),
se vislumbra que en futuros trabajos se podria realizar, mediante el uso de plasma
atmosférico, la inclusion de nanoparticulas de melanina en los andamios de P3HB obtenido
mediante el método de ruptura y extraccion por secado por aspersion (por no emplear
solventes durante su recuperacion y tener mayor pureza en comparacion con el P3HB
obtenido por el método de etanol-acetona), para realizar su caracterizacion fisica y
fisicoquimica previo a su uso en cultivos para determinar, por microscopia electrénica de
barrido, que las células HaCaT, ademas de estratificar adecuadamente en los soportes
antes mencionados, también inclusionan las nanoparticulas que favorecerian su

pigmentacion, igualando asi la tonalidad de la piel del sistema in vivo.

Una vez caracterizados los andamios de P3HB-melanina y confirmada la pigmentacion
de las células, se podria generar un sustituto de piel en sistema “Transwell” para probarlo
de manera in vivo en ratones, a fin de verificar que el tejido sustituto, ademas de no generar
reacciones adversas o su rechazo por la piel del sistema de estudio, logra formar los

distintos estratos que conforman la epidermis.
De lograrse y confirmarse todo lo anterior, se incrementarian las posibilidades que el

soporte desarrollado es un candidato potencial para continuar sus estudios con otras lineas

celulares y su posible uso en ingenieria de tejidos.
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