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RESUMEN 

 
Durante las últimas tres décadas han existido grandes avances en la ingeniería de tejidos 

de la piel, permitiendo desarrollar sustitutos dérmicos como tratamientos alternativos. 

La membrana amniótica humana (MA) se ha destacado para el tratamiento de heridas 

con propósitos reconstructivos, dadas sus capacidades antiinflamatorias, promotor de la 

epitelización e inhibición de la fibrosis. No obstante, el suministro apropiado de oxígeno 

en la zona de la herida continúa siendo una gran problemática. La matriz fotosintética 

HULK, desarrollada mediante el cultivo de la microalga Chlamydomonas reinhardtii en 

una matriz comercial (Integra), soluciona esta problemática. En este estudio se propone 

la generación de un aloinjerto simbiótico temporal (MA-microalga), que permite la 

conjugación de las propiedades fotosintéticas y regenerativas en un solo implante. En 

una primera fase se procedió a la descelularización de la MA (dMA) y así exponer los 

componentes de la matriz extracelular (MEC) y una mejor siembra de las microalgas. Se 

evaluó tres protocolos de descelularización y sus efectos sobre los componentes de la 

MEC. Se obtuvo una dMA con la capa epitelial, la matriz extracelular de colágeno y 

glicosaminoglicanos sulfatados intactos. En la segunda fase, se comparó la capacidad de 

siembra y viabilidad de las microalgas entre la MA nativa (nMA) y la dMA en cultivo sólido 

y líquido. Se evidenció la viabilidad de las microalgas durante 14 días en ambos método 

de co-cultivo, una eficiente integración y mayor proliferación de las microalgas en el co-

cultivo sólido con la nMA. La capacidad fotosintética y la producción de oxígeno fué un 

52.85% mayor en los co-cultivos sólidos con nMA, en comparación con la dMA y los co-

cultivos líquidos. Estos resultados sugieren fuertemente la viabilidad del métodos para 

desarrollar el primer tejido simbionte humano, basado en el co-cultivo solido de C. 

reinhardtii en una MA humana nativa, capaz de generar oxígeno fotosintéticamente y 

con potencial aplicación clínica.  

 

Palabras Claves:  Membrana amniótica humana, descelularización, Chamydomonas 

reinhardtii, herida crónica, ingeniería de tejidos, aloinjerto dérmico. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La piel es el órgano más extenso del cuerpo humano, con un área aproximada de 1.7 

m2 (1). Cumple un papel crucial siendo una barrera de protección, aislando al organismo 

del medio que lo rodea, protegiéndolo frente a factores externos como bacterias y 

sustancias químicas; regulando la temperatura; al igual que la homeostasis de los fluidos 

y cumple una importante función sensorial (2). Es una estructura extremadamente 

compleja, conformada por 3 capas principales: (I) La epidermis, que es la capa más 

externa, de aproximadamente 0.2 mm de espesor y compuesta principalmente de 

queratinocitos y queratina. Estos  al madurar experimentan un proceso llamado 

queratinización, en donde su núcleo y citoplasma son remplazados por queratina, 

formando una capa celular aplanada, compacta, resistente a la fricción, impermeable al 

agua y casi impenetrable por bacterias, otorgándole protección al cuerpo de los daños 

externos; (II) La dermis, esta es la capa intermedia y está compuesta principalmente 

por una matriz extracelular de colágeno, glicosaminoglicanos (GAGs), ácido hialurónico 

(AH), elastina y en menor proporción por su constituyente celular principal, los 

fibroblastos, proporcionando la fuerza física, así como la flexibilidad de la piel. Por último, 

(III) la hipodermis, la capa más profunda,  está compuesta primordialmente por tejido 

conjuntivo laxo, en donde están contenidos adipocitos y numerosos vasos sanguíneos, 

que le dan el aporte de gases y nutrientes a las capas más superficiales (Figura 1) (1,2).  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Estructura anatómica de la piel humana. Modificado de 

Vig et al 2017.  
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Una herida en la piel, puede ir acompañada de una alteración de la estructura y función 

del tejido normal subyacente, puede originarse por la rotura precisa del bisturí del 

cirujano (incisión) o por un daño extendido (traumatismo mayor, quemaduras u otras), 

que debe ser restaurada rápidamente en vista de las funciones cruciales que cumple 

este órgano (2,3).  

El proceso de cicatrización ocurre como una cascada sistemática de procesos 

superpuestos, los cuales, se encuentran cuidadosamente regulados, involucrando una 

amplia comunicación entre los diferentes componentes celulares de los diversos 

componentes de la piel y su matriz extracelular (MEC) (4). Estos procesos implican 

cuatro fases principales: Hemostasia, inflamación, proliferación y 

remodelación/maduración de la cicatriz (Figura 2) (3,4). 

 

La hemostasia o coagulación es la fase inicial y comienza inmediatamente después de 

ocurrir la lesión, caracterizándose por la activación plaquetaria y la liberación de factores 

de coagulación lo que conlleva a la formación de una red (coágulo) de plaquetas, fibrina 

y trombina, asegurando de esta manera la detención de la hemorragia. Adicionalmente 

se liberan factores de crecimiento esenciales por parte de las plaquetas, tales como, el 

Figura 2. Fases principales del proceso de cicatrización. Enoch & David 2008.  
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factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-), estimulando la quimiotaxis de neutrófilos, macrófagos, 

células de músculos liso y fibroblastos al sitio de la herida; además, la liberación de 

citoquinas adicionales (FGF, TNF- y IL-1) así como la activación de la cascada del ácido 

araquidónico y sus productos como las prostaglandinas en especial del grupo E y la 

relevante acción de las ciclooxigenasa 1 y 2 (COXs) (3–11).  

 

La fase inflamatoria, inicia a continuación, mediante la infiltración de neutrófilos y 

macrófagos proinflamatorios (M1) al sitio de la herida. Durante esta fase se eliminan, 

vía fagocitosis, materiales extraños, bacterias y tejido necrótico presente en la herida. 

Además, ocurre la liberación de más PDGF, TGF-, los que atraen aún más fibroblastos 

y células de músculo liso al sitio de la lesión (5,6,8). La fase proliferativa o de reparación, 

se caracteriza por el desarrollo del proceso de re-epitelización, angiogénesis, formación 

de tejido granular y deposición de nueva MEC como por ejemplo colágeno tipo III, a 

través de la activación de queratinocitos, fibroblastos, macrófagos antiinflamatorios (M2) 

y células endoteliales, con el propósito final del cierre de la herida y la neovascularización 

del nuevo tejido (5,6,8). La fase de remodelación/maduración, es la última etapa en el 

proceso de cicatrización, en donde se produce la degradación de la MEC provisional y del 

colágeno tipo III sintetizado anteriormente, siendo remplazado por colágeno tipo I, 

otorgándole resistencia a la tracción mecánica al nuevo tejido (6,8).  

 

En lesiones leves y en condiciones fisiológicamente normales, la restauración de la 

barrera epidérmica es altamente eficiente. No obstante, cuando ocurre una lesión más 

profunda o existe la presencia de factores o de enfermedades concomitantes, tales 

como, infecciones, diabetes, enfermedades vasculares, cáncer, reacciones inmunes de 

diverso origen, entre otras, se produce una alteración en la microvasculatura del tejido 

y por tanto la reducción del suministro de oxígeno al área afectada, impactando 

negativamente en el proceso de cicatrización y de esta forma desencadenado en la 

generación de una lesión ulcerativa de la piel o herida crónica (4).   

Las heridas crónicas se definen como lesiones cutáneas que no han progresado a través 

de un proceso de reparación normal, ordenado y oportuno, fallando en la restauración 
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de la integridad anatómica y funcional del tejido lesionado, por un período mayor a tres 

meses (12,13) o más en caso de traumatismo reiterado. Se ha observado, en este 

contexto, que la falla en la progresión de la fase inflamatoria del proceso de cicatrización 

es una de las características principales en heridas crónicas (14). Específicamente, se ha 

evidenciado la presencia de una cantidad excesiva de macrófagos de fenotipo 

proinflamatorios (M1), en comparación con el fenotipo antiinflamatorio (M2), los cuales 

presentan además una limitada capacidad fagocítica (15). Se observa, también, un 

aumento en la liberación de citoquinas proinflamatorias, tales como TNF- y IL-1, que a 

su vez inducen al reclutamiento adicional de células inflamatorias, lo que resulta en un 

estado de inflamación crónica (14,15). Adicionalmente, se ha descrito la liberación de 

una serie de proteasas y metaloproteinasa de matriz (MMP), como MMP-2 y MMP-9, por 

parte de los macrófagos presentes, provocando la degradación de la MEC, además de 

alterar la actividad de los factores de crecimiento y proteínas necesarias para la 

progresión a las fases proliferativas y de remodelación del proceso de cicatrización 

(14,15).  

Actualmente, con una prevalencia mundial del 1-2% aproximadamente, las heridas 

crónicas se han descrito como una epidemia mundial silenciosa en aumento. Afectando 

mayoritariamente a la población adulta mayor, de la cual va asociado en un aumento en 

las comorbilidades y enfermedades crónicas (obesidad, diabetes, ateromatosis y 

arterioesclerosis) que aquejan a esta población. Existe una proyección de más de 400 

millones de diabéticos a nivel mundial para el año 2024, aumentando principalmente en 

las regiones de Asia, África y América del Sur (16) . En el ámbito nacional, en la última 

encuesta nacional de salud 2016-2017 del Ministerio de Salud (MINSAL), se reportó que 

12,3% de la población nacional padece de diabetes. De estos últimos, el 15% 

presentaron una probabilidad de desarrollar úlceras en miembros inferiores en especial 

de pie diabético y con un 85% de probabilidad de la necesidad de realizar la amputación 

de la extremidad afectada (17). 

  

Además, el enorme costo de los tratamientos, la prolongada atención médica para la 

realización de los tratamientos, la incapacitación laboral y el trauma emocional de los 

pacientes, contribuyen al enorme impacto socioeconómico asociado a estas lesiones 
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cutáneas. Por lo tanto, facilitar la curación, conseguir la restauración máxima de la 

función tisular, mejorar la calidad de vida y rebajar los costos de los tratamientos, siguen 

siendo una preocupación central en la atención clínica para el tratamiento de este tipo 

de heridas (4,18–20).  

En la actualidad el tratamiento clínico para el manejo de heridas crónicas se basa en 

tratamientos paliativos, principalmente de limpieza y vendaje del área afectada, para 

evitar de esta manera la generación de infecciones, complementados con el tratamiento 

y control de la enfermedad de base y fármacos vasodilatadores, reductores de la 

viscosidad sanguínea, y gabapentinoides para el tratamiento del dolor crónico de base 

neuropática (13,21). Sin embargo, son procesos muy largos con varias sesiones de 

curaciones y con un bajo porcentaje de cierre de la herida (21).  

Durante las últimas tres décadas han existido avances extraordinarios en el campo de 

la ingeniería de tejidos (TE) de la piel (2,22). Se han logrado desarrollar sustitutos 

dérmicos, los cuales cumplen con el rol fundamental de remplazar las funciones de la 

piel, ya sea temporalmente y/o permanentemente, los cuales están compuestos 

básicamente por una matriz de materiales sintéticos y/o naturales con el requerimiento 

fisicoquímico apropiado, lo que permite soportar, guiar y estimular el crecimiento del 

nuevo tejido. Se han logrado clasificar en 3 categorías y con sus concomitantes 

subclasificaciones: (1) Clase I, Materiales de vendaje temporales: (a) Capa única y (b) 

Doble capa; (2) Clase II, Sustitutos permanente de una capa: (a) Epidérmicos y (b) 

Dérmicos; y, (3) Clase III, Sustitutos compuestos: (a) Injertos de piel; (b) Piel de 

ingeniería tisular (23–26) y (c) Xenoinjertos (27,28). En la actualidad, ha predominado 

el uso de matrices descelularizada por la TE de la piel, como una novedosa estrategia 

para la regeneración tisular, destacando de esta manera, la estructura única de la MEC 

y sus propiedades, tales como, la presencia de factores de crecimiento, además de 

glicoproteínas como la laminina y fibronectina, aumentando la adhesión de las células al 

andamio (29,30). Además, se ha descrito la participación de la MEC en la mitogénesis y 

quimiotaxis celular, en la diferenciación celular e inducción de la respuesta regenerativa 

para la remodelación tisular (31). A pesar de todo estos avances, siguen existiendo 

limitaciones, tales como, el alto costo de producción y de mantención, rechazos 

inmunológicos y pobres resultados en la recuperación completa de la piel (24,32). Estos 
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fracasos se deben fundamentalmente a que con estos recursos no se resuelve el 

problema de base que es el bajo aporte de oxígeno por parte de la microvasculatura 

local afectada por los procesos fisiopatológicos diabéticos (arterioesclerosis) (33,34). Por 

lo tanto, existe la gran necesidad de encontrar un biomaterial pro-regenerativo, 

biocompatible, con alta capacidad de retención de humedad, optima elasticidad y una 

porosidad adecuada que permita el intercambio libre de gases y nutrientes, 

principalmente el suministro apropiado de oxígeno, para su uso como sustituto dérmico 

(19,24,35–38) 

 

Una de las matrices destacadas y prometedoras para la ingeniería de tejido (TE) de la 

piel, es la membrana amniótica humana (MA). La MA es un tejido delgado que delimita 

completamente la cavidad amniótica, conteniendo al líquido amniótico y al embrión/feto 

suspendido, por lo cual adopta una disposición interna con respecto a la placenta (Figura 

3). La función principal de la MA es la de proteger al feto de factores externos no 

deseados durante todo el desarrollo intrauterino manteniendo el contenido feto-

amniótico (39,40).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 4. Membrana amniótica humana, su ubicación durante la gestación y sus capas 

histológicas. Modificado de Elkhenany et al 2022 y Schmiedova et al 2021.  
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La MA tiene forma discoide, con un diámetro de 15 a 20 cm, su grosor varia de 20 a 500 

µm   y consta de 5 capas principales: (1) La capa epitelial, constituida por una monocapa 

de células epiteliales; (2) la membrana basal gruesa, compuesta por gran cantidad de 

proteoglicanos ricos en heparán sulfato de la cual adyacentemente se encuentra (3) la 

capa compacta, formada principalmente por colágeno I, III y elastina, que en conjunto 

forman el esqueleto fibroso de la MA; (4) la capa fibroblástica, es la capa más gruesa y 

está compuesta por una red de fibroblastos en una matriz fibrilar y (5) la capa esponjosa, 

representa la capa de transición entre el amnios y el corion y está compuesta por una 

matriz de colágeno III con un abundante contenido de glicosaminoglicanos (GAGs; 

Figura 3) (40–42). 

 

La MA es una estructura avascular, la cual además no presenta nervios, músculos ni 

tejido linfático, pero a pesar de ello, tiene múltiples funciones metabólicas, como el 

transporte de agua y materiales solubles y la producción de factores bioactivos, incluidos 

factores de crecimientos y citoquinas (41).  

Está membrana ha sido utilizada con éxito para el tratamiento de heridas y con 

propósitos reconstructivos desde principios del siglo XX, siendo por primera vez descrito 

su uso en 1910 por John Staige Davis, como material quirúrgico en el trasplante de piel 

(43,44). Desde ese entonces el uso de la MA se ha extendido a una variedad de 

especialidades médicas, incluyendo dermatología, oftalmología, urología, 

otorrinolaringología, cirugía plástica y oncología (24,39,44).  

A lo largo de los años, se han descrito numerosas propiedades regenerativas a la MA, 

las cuales han resultados beneficiosas. En primera instancia, su aplicación en el lecho de 

la herida otorga un efecto de barrera previniendo la desecación y la perdida de fluidos, 

además de generar un efecto analgésico al proteger las terminaciones nerviosas 

expuestas en la zona de la lesión (40). Por otro lado, se destaca por ser un material no 

inmunogénico, debido a la nula expresión de moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad 1 (MHC 1) tipo antígeno leucocitario humano (HLA-A, B, C). Además 

de ser un material de descarte luego del parto, de fácil obtención, procesamiento y 

transporte (39,40,45).  
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Adicionalmente, se ha demostrado la liberación de IL-10 por parte de las células 

epiteliales de la MA, que le otorga uno importante efecto antiinflamatorio debido a su 

efecto supresor de citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-, además de la secreción de 

trombospondina-1, antagonistas del receptor de IL-1 (39,40). Lei y colaboradores en el 

2017, determinaron la existencia de MMP en la MA, pero con un alto nivel de sus 

inhibidores. Al realizar los ensayos de actividad de proteasa, revelaron que las MMP se 

encontraban principalmente en su forma latente o en complejo con inhibidores, 

amplificando la propiedad antinflamatoria de este tejido, propiedad que se ha propuesto 

como la responsable de que, durante la gestación, la reparación tisular sea 

esencialmente sin cicatriz (46–48).   

Además, la MA contiene una decena de factores de crecimiento, destacándose, el factor 

de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF), el 

factor de crecimiento de queratinocito (KGF), factores de crecimiento transfórmate 

(TGF y TGF), el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor de crecimiento de 

hepatocitos (HGF), los cuales cumplen uno rol esencial en los procesos fisiológicos que 

conducen a la cicatrización normal de heridas y la regeneración de tejidos (40). 

En el año 2019, Murphy y colaboradores (24) utilizando uno modelo de herida de piel 

completa en porcino, evaluaron la eficacia de cicatrización de dos presentaciones de la 

membrana amniótica (hidrogel y polvo) y lo compararon con productos comerciales 

actualmente disponibles: (1) AmnioGraft, constituido básicamente por membrana 

amniótica criopreservada; y (2) Graftjacket, matriz regenerativa de dermis humana 

descelularizada. Como resultado demostraron que en aquellos tratamientos en los cuales 

se hizo uso de la MA en hidrogel y polvo había una rápida y significativa cicatrización, 

impulsando el cierre de la herida mediante procesos de epitelización en vez de 

contracción; este último mecanismo predominó mediante la utilización de los productos 

comerciales. Además, al realizar el análisis histológico, observaron una promoción en la 

formación de epidermis y dermis madura con una composición similar a la de una piel 

sana.  

Adicionalmente a estos positivos resultados en un modelo de porcino, en el año 2019, 

Hashemi et al (15), realizaron un ensayo clínico aleatorizado, con cinco pacientes de 
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entre 30 y 60 años con heridas crónicas diabéticas, las cuales fueron tratadas con 

membrana amniótica descelularizada sembrada con células madre mesenquimales de la 

gelatina de Wharton del cordón umbilical, aplicada durante 9 días con un seguimiento 

de 1 mes, observándose una disminución estadísticamente significativa (p < 0.002) en 

el tiempo de curación y en el tamaño de la herida en los pacientes tratados, al comparar 

a los pacientes con sus condiciones iniciales al tratamiento.  

Gracias a los resultados obtenidos de los estudios anteriormente descritos, es que se 

logra demostrar el potencial valor de la MA para futuros tratamiento de heridas dérmicas 

en personas, específicamente de heridas crónicas, destacando principalmente su acción 

antiinflamatoria (14), promotor de epitelización (24) y su acción como un andamio 

celular o matriz biológica (18), propiciando de esta manera un proceso de cicatrización 

eficiente.  

A pesar de todo lo anteriormente descrito y a los grandes avances en la TE de la piel, el 

suministro apropiado de oxígeno continúa siendo uno de los grandes problemas 

transversales en el diseño de sustitutos dérmicos (36,38) 

 

El oxígeno es una molécula clave durante todo el proceso de cicatrización debido a su 

participación directa en una serie de procesos fisiológicos y de señalización celular 

esenciales para la cicatrización, destacando su participación en la producción necesaria 

de energía (ATP) y de especies reactivas de oxígeno (ROS), además, de su rol en el 

control de infecciones al eliminar las bacterias a través de oxidación, así como de 

estimular la producción de componentes de la MEC y angiogénesis. Por lo tanto, una 

falla en el suministro apropiado de oxígeno en el sector de la herida conllevará a la 

generación de una herida crónica (Figura 4). En particular, bajo condiciones de 

significativa hipoxia, la producción de ATP vía fosforilación oxidativa se detiene y los 

sistemas de transportadores transmembranas dependientes de ATP, tales como, Na+/K+ 

-ATPasa o Ca+2 -ATPasa fallan, provocando la acumulación de Ca+2 intracelular, 

estimulando la liberación de citoquinas proinflamatorias, como TNF- e IL-1, atrayendo 

a neutrófilos y macrófagos al sito de la herida. Adicionalmente, bajo estas condiciones, 

se facilita la producción de ROS, exacerbando el daño tisular y por lo tanto afectando 

negativamente la reparación de la herida (12,49). Este escenario se complica aún más, 
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por cuanto metabólicamente el estado hiperglicémico diabético aporta mucha más 

glucosa en un ambiente hipóxico desviando el metabolismo hacia la fermentación y la 

consecuente acidificación tisular debido al incremento del lactado y del piruvato 

(34,50,51). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para combatir esta problemática en el año 2014, Hopfner y colaboradores desarrollaron 

una matriz fotosintética denominada HULK (por sus siglas en alemán Hyperoxie Unter 

Licht Konditionierung), mediante el cultivo de la microalga Chlamydomonas reinhardtii 

(C. reinhardtii) en una matriz comercial de colágeno (Integra bilayer matrix), 

otorgándole la capacidad de producir oxígeno al ser expuesto a la luz. Desde su 

publicación se ha investigado intensamente su aplicación como sustituto dérmico 

temporal para el tratamiento de heridas (36,38,52,53).  

Figura 5. Hipoxia y sus consecuencias fisiológicas en el proceso de cicatrización. 

Modificado de Eming et al 2014.  
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Schenck et al., en el año 2015, aplicaron la matriz HULK en heridas de piel completa en 

ratones desnudos atímicos y observaron el desarrollo de un tejido quimérico (mamífero 

+ células fotosintéticas) en dichas lesiones, sin una aparente respuesta inmune innata 

significativa, frente a la presencia de la microalga. No obstante, debido a que el modelo 

de estudio utilizado no tiene una respuesta inmunológica completa, el mismo grupo de 

investigación, replicó el diseño experimental, pero utilizando ratones 

inmunocompetentes y de esta forma corroborar sus resultados. A los 14 días posterior 

a la administración de HULK, no se observaron signos de inflamación ni existió un 

aumento significativo en la activación leucocitaria entre HULK y el control (38). Además, 

observaron un mayor reclutamiento de células endoteliales y la formación de un tejido 

granular bajo la matriz HULK, el cual revestía por completo a la herida, con una unión 

firme al musculo subcutáneo y a los bordes de la dermis (38). Cabe destacar que el 

proceso de epitelización depende de la presencia de una base de tejido granular sano, 

en donde su desarrollo es dependiente de oxígeno (54). Por lo tanto, los autores 

concluyen que la matriz fotosintética puede ser implantada en hospederos 

inmunocompetentes, sin causar inflamación ni desencadenar una respuesta inmune, 

promoviendo la epitelización y favoreciendo de esta manera el proceso de cicatrización 

(36,38,52).  

En el año 2021, Obaíd et al (53), ejecutaron el primer ensayo clínico de fase 1 de la 

matriz fotosintética HULK, evaluando su seguridad y viabilidad en el tratamiento de 

heridas cutáneas de espesor completo en humanos. El estudio se realizó con ocho 

pacientes inmunocompetentes y sin comorbilidades asociadas, de entre 21 y 63 años de 

edad, portadores de heridas de espesor completo, la cuales fueron tratadas con la matriz 

fotosintética durante 21 días con un seguimiento de 3 meses, donde no se observaron 

signos de inflamación en el sito de la lesión tratada, tales como edema o eritema, 

durante todo el tratamiento, concordando con los resultados de la autoevaluación 

realizada por los pacientes, donde no se informó niveles significativos de malestar. 

 

Uno de los resultados más relevante del ensayo, fue la baja respuesta inmunitaria 

observada frente a HULK, donde no se evidenció un aumento significativo en el 

porcentaje total de linfocitos T, ya sea colaboradores (CD4+) como citotóxicos (CD8+) 
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luego de iniciado el tratamiento. Situación similar se observó con la liberación de 

citoquinas inflamatorias, no evidenciándose un aumento significativo en su 

concentración. Adicionalmente, mediante el análisis histológico de biopsias obtenidas 

durante el transcurso del ensayo, se evidenció una coexistencia, en la matriz HULK, de 

microalgas y células infiltradas del propio paciente, las que incluyeron fibroblastos, 

macrófagos y de neovascularización en la herida, indicando una excelente integración 

entre la matriz fotosintética y el lecho de la herida. 

 

Gracias a estos resultados, se demostró el potencial valor del uso de organismos 

fotosintéticos cultivados en matrices comerciales sintéticas, logrando la administración 

local y controlada de oxígeno al lecho de la herida y estimulando de esta manera la 

regeneración tisular en el tratamiento de heridas de la piel (53,55,56). 

 

Por consiguiente, en el presente estudio se propone la generación de un aloinjerto 

simbiótico temporal, utilizando la matriz extracelular biológica de la membrana 

amniótica humana para ser cultiva con la microalga C. reinhardtii (Figura 5), potenciando 

de esta manera las propiedades regenerativas de la MA, además, de permitir la 

conjugación de las propiedades fotosintéticas y regenerativas en un solo implante.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Esquema representativo de aloinjerto simbiótico temporal 

de membrana amniótica humana descelularizada cultivada con 

microalga C. reinhardtii 
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HIPÓTESIS 
 
La microalga C. reinhardtii es incorporada eficientemente a la membrana amniótica 

humana descelularizada, otorgándole un óptimo ambiente para su proliferación y 

capacidad fotosintética.  

OBJETIVO GENERAL 

 

Generar un aloinjerto simbiótico temporal de membrana amniótica humana 

descelularizada cultivada con microalgas C. reinhardtii con capacidad de liberar oxígeno 

frente a un estímulo lumínico.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la eficiencia de la descelularización y su efecto sobre los componentes de 

la matriz extracelular de la membrana amniótica humana mediante tinciones 

histológicas y cuantificación de ADN, colágeno y glicosaminoglicanos sulfatados 

(sGAG) 

 
2. Comparar histológica y fisiológicamente la integración de cultivo de C. reinhardtii en 

la membrana amniótica nativa (nMA) y descelularizada (dMA).  

 

3. Evaluar la capacidad fotosintética de la nMA y dMA cultivadas con C. reinhardtii 

mediante las determinaciones de clorofila y oximetría.  
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METODOLOGÍA  

 
El siguiente estudio se encuentra enmarcado en el proyecto de investigación VIU de 

FONDEF código VIU20P0096 denominado “Amniogreen: Apósito simbiótico fotosintético 

para el tratamiento de heridas crónicas”.   

 

1. Diseño Experimental  

 

 

2. Determinar la eficiencia de la descelularización y su efecto sobre los 

componentes de la matriz extracelular de la membrana amniótica humana 

mediante tinciones histológicas y cuantificación de ADN, colágeno y 

Figura 7. Esquema representativo del diseño experimental a seguir durante el desarrollo del proyecto de 

investigación  
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glicosaminoglicanos sulfatados (sGAG) . 

 
2.1. Recolecta de membrana amniótica humana (MA) 

Se trabajó en conjunto con profesionales del servicio de maternidad de Hospital 

Carlos Van Buren de Valparaíso, donde se obtuvo la donación y colecta de una 

placenta vía cesárea electiva desde una madre sana, previa su autorización y 

firma del correspondiente consentimiento informado por escrito (Anexo 1). Los 

profesionales del servicio fueron los encargados de la colecta de la placenta y 

de posterior almacenamiento en frio hasta su retiro. La placenta fue trasladada 

a las dependencias de la Universidad de Valparaíso, con un triple embalaje de 

seguridad para muestras biológicas y con unidades refrigerantes para mantener 

las condiciones óptimas del tejido. Luego de la recolección del tejido desde el 

hospital, trabajando bajo gabinete de bioseguridad, se procedió a la separación 

de la capa coriónica de la membrana amniótica, mediante disección roma. 

Posteriormente la MA fue sometida a lavados con solución salina estéril, para la 

eliminación de restos de corion y de coágulos de sangre (Figura 7 A). A 

continuación, se cortó la membrana en cuadrados de aproximadamente 5 cm x 

5 cm y fueron almacenadas individualmente en 10% DMSO en PBS (pH 7,4 – 

7,6) suplementado con 10 mg·mL-1 de penicilina-estreptomicina (BI Biological 

Industries) y 0,25 mg·mL-1 de anfotericina B (BI Biological Industries) a -80°C, 

para evitar la degradación del tejido por los ciclos de congelación y 

descongelación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 8. Procesamiento membrana amniótica humana (MA). (A) Limpieza y dimensiones 

originales de MA (B) Cortes de 1 cm2 de MA.   
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2.2. Descelularización de la membrana amniótica humana  

En este estudio, se utilizaron diferentes protocolos descritos en la literatura para 

la descelularización de la MA y de esta manera poder seleccionar el método 

óptimo para este proceso. A partir de la MA almacenada en cuadrados de 5 cm 

x 5 cm, se procedió́ a cortar el tejido en cuadrados de aproximadamente 1 cm2 

(Figura 7 B), los cuales fueron separados al azar y organizados en 4 grupos, con 

un n=10 para cada método de descelularización a realizar. La distribución de 

los grupos fue la siguientes: grupo A (MA nativa (nMA) como control), grupo B 

(NaOH 0,5M) (57), grupo C (0,2% p/v EDTA, NaOH 0,5M y 5% p/v NH4Cl (58) 

y grupo D (0,02% p/v EDTA) (59).  

 

2.2.1.  Grupo A  

Membrana amniótica humana sin ningún tratamiento, la cual fue utilizada 

como grupo control.  

 

2.2.2. Grupo B /dMAB  

La MA fue tratada con uno hisopo embebido en una solución de NaOH 

0,5M, con el cual se realizaron pasajes delicados por la cara epitelial de la 

membrana amniótica durante 30 segundos, repitiendo el proceso para la 

cara coriónica y finalizando con 3 lavados con PBS por 15 minutos cada 

uno y siendo almacenadas en 10% DMSO en PBS (pH 7,4 – 7,6) estéril 

suplementado con cóctel de antibióticos y antimicóticos a -80°C.  

 

2.2.3. Grupo C / dMAC  

La membrana amniótica fue tratada con una solución de 0,2% p/v EDTA 

en PBS (pH 7,4 – 7,6) por 30 minutos a 37°C, luego fue transferida a una 

solución de NaOH 0,5M por 30 segundos, continuando con el tratamiento 

con una solución de 5% p/v NH4Cl en agitación vigorosa por 10 minutos a 

temperatura ambiente, finalizando con 3 lavados de PBS por 15 minutos 

cada uno. La MA descelularizada (dMA) fue almacenada en 10% DMSO en 

PBS (pH 7,4 – 7,6) estéril suplementado con 10 mg·mL-1 de penicilina-
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estreptomicina (BI Biological Industries) y 0,25 mg·mL-1 de anfotericina B 

(BI Biological Industries) a -80°C.  

 

2.2.4. Grupo D / dMAD 

Se realizó la descelularización de la MA con una solución de 0,02% p/v 

EDTA en PBS (pH 7,4 – 7,6) por 1 hora a 37°C, continuando con 3 lavados 

con PBS (pH 7,4 – 7,6) por 15 minutos con ligera agitación a temperatura 

ambiente. Finalizando con el almacenamiento de la membrana 

descelularizada en 10% DMSO en PBS (pH 7,4 – 7,6) a -80°C.   

 
 

2.3.Extracción y cuantificación ADN 

Para corroborar la eficiencia del proceso de descelularización y por lo tanto la 

eliminación de los núcleos celulares y el ADN presente en la membrana 

amniótica, se realizó la extracción de ADN total a todas las muestras procesadas, 

utilizando el kit comercial de extracción de ADN (E.Z.N.A Tissue DNA Kit, Omega 

Bio-Tek) siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuación, se realizó la 

cuantificación del ADN total de doble hebra a todas las muestras por triplicado 

(n=10), mediante el sistema de fluorescencia QuantiFlour dsDNA (E2670, 

Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante y detectándose mediante el 

uso de Fluorómetro Quantus (E6150, Promega) a 504nmEx/531nmEm.  

 

 

2.4.Extracción y cuantificación de colágeno y glicosaminoglicanos 

sulfatados (sGAG) 

El análisis de la mantención de la integridad de los componentes de la matriz 

extracelular de la MA, posterior a los diferentes protocolos de descelularización, 

se realizó la extracción de colágeno con pepsina (Sigma-Aldrich, Cod. P7012) 

ácida y de los sGAG totales con papaína (Sigma-Aldrich, Cod. P3125) a todas las 

muestras procesadas. A continuación, se realizó la determinación del colágeno y 

de los sGAG totales, a través de la utilización de los kits comerciales Sircol 
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(Soluble Collagen Assay Sircol, Biocolor) y Blyscan (Glycosaminoglycan 

Assay Blyscan, Biocolor), correspondientemente y siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Finalmente se determinó la cuantificación de las concentraciones 

de colágeno y sGAG totales a todas las muestras por duplicado (n= 12), 

mediante un espectrofotómetro a 556nm y 656nm, respectivamente 

(Spectrophotometer GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Scientific).  

 

2.5. Estudio histológico 

Los diferentes grupos de MA fueron fijados con Methacarn (metanol, cloroformo, 

ácido acético en la proporción 6:3:1) a 4°C por 4 horas. A continuación, las 

muestras fueron deshidratadas en baterías de alcoholes y luego incluidas en 

parafina. Se realizaron cortes de 5m de espesor mediante la utilización de un 

micrótomo (Accu-Cut SRM 200, Sakura Finetek). Finalmente, se realizaron 

las tinciones histológicas correspondientes para la evaluación de la eficiencia del 

proceso de descelularización mediante la tinción de Hematoxilina & Eosina (H&E) 

y de la integridad de los componentes de la matriz extracelular, específicamente 

se realizó la tinción tricrómica de Masson para el análisis del colágeno y la tinción 

con azul de Alcián a pH 1,0 y 2,5 para la observación de los glicosaminoglicanos. 

Todos los análisis y la captura de imágenes fueron realizados utilizando un 

microscopio óptico Olympus CX43RF acoplado con cámara digital Euromex 4K 

Sony Ultra HD VC.3040. Todas las imágenes fueron capturadas con zoom óptico 

en objetiva a 40X.  

 

2.6. Evaluación cuantitativa de tricrómica de Masson y Azul de Alcián a pH 

1,0 y 2,5  

Con respecto a la cuantificación de la intensidad de la densidad óptica de las 

tinciones histológicas realizadas, se obtuvieron microfotografías de por lo menos 

10 campos de 40x no sobrepuestos, para cada placa histológica correspondiente 

a cada grupo de tratamiento. Se realizó la evaluación de las imágenes 

previamente obtenidas utilizando tres algoritmos escritos en lenguaje IJMarco 

de ImageJ; uno para la evaluación de la tinción tricómica de Masson y los otros 
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dos para la tinción con azul de alcián a pH 1,0 y 2,5 (Anexo 2). Estos algoritmos 

permitieron la evaluación semiautomática de la intensidad de la densidad óptica 

y el área del tejido para cada grupo.    

 

Cabe destacar que previo al análisis semiautomático, se generaron vectores de 

deconvolución de colores específicos para cada tinción histológica analizada. 

Brevemente, con la utilización del plugin de deconvolución de colores de ImageJ, 

se procedió a realizar la deconvolución de colores en base a las regiones de 

interés (Region Of Interest ROI). Para la tinción tricrómica de Masson se 

seleccionó como color 1 el azul (colágeno), color 2 el rojo (epitelio) y color 3 el 

morado (núcleos celulares). Por otra parte, para la tinción con azul de alcián 

tanto como para pH 1,0 y 2,5, se seleccionó como color 1 el cian (GAG sulfatados 

como no sulfatados), color 2 el cian pálido (epitelio) y color 3 como blanco 

(fondo). A continuación, se realizó la deconvolución de colores, obteniéndose los 

valores para cada color seleccionado. Finalmente, utilizando nuevamente el 

plugin de deconvolución de colores en base a valores de usuario. Se procedió a 

ingresar los valores específicos para cada color, previamente obtenidos, 

finalizando con la realización de la deconvolución de colores. De esta manera, se 

logró obtener un vector de deconvolución de colores específico para cada tinción 

histológica   

 

Con la obtención de los vectores de deconvolución de colores, se procedió a la 

evaluación semiautomática de las imágenes histológicas, la cual se puede 

describir en tres pasos: 

 

1. Fase de preparación: se duplicó la imagen y a una copia se le realizó 

la deconvolución de colores en base a los vectores especifico de la 

tinción y se seleccionó la imagen correspondiente al color 1 (azul para 

tricrómica de Masson y cian para azul de alcián).  

 

2. Selección área de interés: con la imagen correspondiente al color 1, se 

seleccionó la ventana del plugin threshold (o umbral) para la selección 
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de las intensidades de interés (Intensity Of Interest IOI) para cada 

tinción. Se procedió a aplicar el threshold correspondiente, generando 

la binarización de la imagen (blanco y negro, 0 o 1).  

 

Nota: el análisis de todas las imágenes fue realizado con el mismo 

valor de threshold establecido previamente para cada técnica: 

tricrómica de Masson (134), azul de alcián a pH 1,0 (237) y pH 2,5 

(230).     

 

3. Fase análisis: a la segunda copia de la imagen original se convirtió a 

escala de grises (8 bit). A continuación, se procedió a la generación de 

un stack con la imagen en escala de grises y con la binarizada, 

permitiendo seleccionar el área del tejido a analizar con la imagen en 

escala de grises y llevar esta selección a la imagen binaria para la 

medición de la intensidad de la señal específicamente en el tejido. El 

resultado exportado es el área total del tejido e intensidad promedio 

de la señal. Las unidades de medición fueron pixeles al cuadrado para 

el área e intensidad en 8 bits (0-255).  

 

3. Comparar histológica y fisiológicamente la integración de cultivos de 

C.reinhardtii en la membrana amniótica nativa (nMA) y descelularizada 

(dMA)   

 

3.1. Cultivo celular de C. reinhardtii 

La cepa de C. reinhardtii deficientes de pared celular UVM4, fueron cultivadas en 

medio sólido de Tris fosfato acetato (TAP) en placas de cultivo de 90 x 15 mm 

(SPL Life Sciences) y se mantuvieron bajo exposición continua a luz blanca (1500 

lux). Para la realización de los experimentos se colectó una pequeña cantidad de 

microalgas desde los cultivos sólidos y se procedió a cultivarlas en medio TAP 

líquido suplementado con 10 mg·mL-1 de penicilina-estreptomicina (BI Biological 

Industries) y 0,25 mg·mL-1 de anfotericina B (BI Biological Industries), y se 

mantuvieron bajo agitación (Agitador orbital, SK-0180-PRO, DLAB) y exposición 
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constante a luz blanca (1500 lux). La concentración de microalgas se determinó 

mediante el uso de una cámara de neubauer (Hirschmann-HBG). Se destaca 

que, para los dos tipos de cultivo, sólido o líquido, la iluminación se realizó 

utilizando 3 luces led tipo canoa (LED T8, 9 Watt, DRL® Lighting) ubicadas a 

una distancia de 50 cm y 40 cm desde los cultivos sólido y líquidos 

respectivamente (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Co-cultivo de C. reinhardtii en membrana amniótica nativa y 

descelularizada 

Con el propósito de responder a la interrogante de la posibilidad de la 

incorporación de C. reinhardtii en la MA, se realizaron dos propuestas de co-

cultivo: sólido y líquido. Brevemente, para la realización del co-cultivo líquido, se 

procedió a cultivar la nMA y dMA, respectivamente en una suspensión de 20 

millones de microalgas en medio TAP (36); incubándose durante 0, 7 y 14 día a 

Figura 9. Equipamiento y condiciones experimentales para realización de 

los co-cultivos de C. reinhardtii con membrana amniótica humana. Sistema 

de iluminación y distancia representativa para cada método de co-cultivo.  
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19°C con agitación y exposición continua a luz blanca (1500 lux) (Figura 9 A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otro parte, para la realización del co-cultivo sólido, se procedió a estirar la 

membrana en sus dos condiciones, nativa como descelularizada, en placas de 

cultivo de 35 x 10 mm (SPL Life Sciences), las cuales previamente fueron 

recubiertas en su base con una capa de Agar-TAP (Sigma-Aldrich Cod. A1296), 

previniendo de esta manera la adhesión del tejido al plástico. En paralelo, se 

procedió a tomar el volumen necesario del cultivo liquido de C. reinhardtii para 

lograr obtener una concentración de 5 millones de microalgas·mL-1 (36); se 

centrifugó a 2000 rpm por 2 minutos y se descartó el máximo volumen de 

sobrenadante posible evitando la disrupción del pellet. A continuación, se realizó 

el cultivo del pellet de microalgas sobre la MA estirada, incubándose por 20 

minutos, previo a la adición por la pared de la placa del medio de cultivo TAP 

necesario para cubrir el tejido. Finalmente, las placas fueron incubadas durante 

0, 7 y 14 días a 19°C sin agitación y con exposición continua a luz blanca (1500 

lux) (Figura 9 B). Cabe señalar que para ambos métodos de co-cultivo, se trabajó 

con el mismo sistema de iluminación descrito anteriormente para los cultivos de 

C. reinhardtii (Figura 8). Todos los experimentos se realizaron con un n=3 de 

Figura 10. Métodos experimentales de co-cultivos de C. reinhardtii con 

membrana amniótica humana. (A) Co-cultivo líquido; (B) Co-cultivo sólido, flecha 

indica capa de TAP-Agar que impide adhesión del tejido al material. Recuadro delimita 

la ubicación de la MA en cada método.   
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nMA y dMA de 1 cm2 para cada día de cultivo correspondiente (0,7 y 14 días).  

 

 

3.3. Seguimiento macroscópico de co-cultivo sólido de C. reinharditii en nMA 

y dMA 

Para determinar la capacidad de sobrevivencia de C. reinhardtii en las 

condiciones otorgadas por la membrana amniótica, además, de analizar si el 

tejido descelularizado contiene alguna característica que sea favorable para las 

microalgas en comparación con el tejido nativo, se realizó el seguimiento 

macroscópico de la integración de C. reinhardtii en co-cultivos sólidos de nMA y 

dMA mediante la captura de imágenes a los días 0, 7 y 14 días de incubación 

con el uso de un estéreo microscopio Motic SMZ-171 BLED. Todas las imágenes 

fueron capturas con zoom óptico de 1x.  

 

3.4. Estudio Histológico 

Las muestras de MA co-cultivadas con C. reinhardtii por los método líquido y 

sólido fueron incluidas en O.C.T (Tissue-Tek® O.C.T Compound, Sakura) y 

congeladas a -20°C. Procediendo a realizar cortes de 12μm de espesor mediante 

la utilización de uno criostato. A continuación, las muestras fueron fijadas en una 

solución de formalina al 10% en solución salina. Posteriormente se realizó la 

tinción con Hematoxilina a las muestras procesadas, para la visualización del 

epitelio en contraste con las microalgas. Adicionalmente se realizó el montaje 

directo de las muestras sin una tinción asociada, para la visualización de las 

microalgas sin el daño que le pueden provocar las técnicas inherentes de las 

tinciones. Para ambos protocolos histológicos, las muestras fueron montadas con 

medio hidrofílico (Aquatex®, Sigma-Aldrich). Todos los análisis y la captura de 

imágenes fueron realizadas utilizando un microscópico óptico Olympus CX43RF 

acoplado con cámara digital Euromex 4K Sony Ultra HD VC.3040. Todas las 

imágenes fueron capturadas con zoom óptico en objetivo a 40X. 

 

4. Evaluar la capacidad fotosintética de la nMA y dMA cultivadas con C. 

reinhardtii mediante las determinaciones de clorofila y oximetría.  
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4.1.Cuantificación de clorofila y determinación del potencial fotosintético.  

Con el fin de examinar si las microalgas C. reinhardtii son capaces de sobrevivir 

y proliferar en las condiciones otorgadas por la MEC de la membrana amniótica, 

se realizó la determinación del contenido de clorofila a los días 0, 7 y 14 de los 

co-cultivos en las dos condiciones de la membrana. A través de la extracción con 

DMSO (Sigma-Aldrich, Cod. D4540) se extrajo la clorofila total de todas las 

muestras y a los días correspondientes de co-cultivo, las cuales previamente 

fueron congeladas a -20°C. Luego, se realizó la cuantificación de la clorofila a 

todas las muestras por triplicado (n=3) mediante un Nanodrop a 435 nm 

(NanoPhotometer NP80, IMPLEN). A continuación, se procedió a evaluar el 

potencial fotosintético de las membranas co-cultivadas con las microalgas a los 

días 0, 7 y 14. Mediante el uso de un oxímetro (Oxygraph+, Hansatech 

Instruments), en el cual, la membrana correspondiente al día a evaluar fue 

introducida dentro de la cámara interior del instrumento con 1,5 ml de medio 

TAP, se procedió a sellarla a través de un embolo, permitiendo la eliminación de 

todo el oxígeno atmosférico presente en la cámara. Finalmente, se comenzó a 

detectar las concentraciones de oxígeno disuelto en el medio durante 10 minutos 

a temperatura ambiente, de los cuales 5 minutos fueron en oscuridad y 5 minutos 

con la exposición de las membranas a una luz azul (455nm) acoplada al 

instrumento (Figura 16 A-B). Todas las muestras fueron analizadas por triplicado 

con un n=3 de nMA y dMA para cada método y días correspondientes de co-

cultivo (0, 7 y 14 días).  

 

Análisis estadístico  

Para la determinación de la prueba estadística a aplicar, se realizó el análisis de la 

distribución normal a través de la prueba de Shapiro-Wilk, igualdad de varianza, 

homocedasticidad e independencia de los datos. Se estableció un grado de confianza del 

95% y un error alfa del 5% para la comparación entre las distintas condiciones 

experimentales. En base a la distribución de los datos se realizó la comparación de los 

datos a través de las pruebas Kruskal-Wallis o de Modelos de Efectos Mistos con 

corrección de Geisser-Greenhouse, seguido de la prueba para comparación múltiple de 



 

 34 

Dunn o Tukey, correspondientemente. Todos los análisis fueron realizados utilizando el 

software GraphPad 9.3 y se consideraron valores de p < 0,05 como estadísticamente 

significativo.  
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RESULTADOS 

A continuación, se detallan los resultados obtenidos es este estudio, los cuales se 

encuentran asociado al registro de patente de invención titulada "ANDAMIO BIOLÓGICO 

HUMANO FOTOSINTÉTICO PARA EL TRATAMIENTO Y REGENERACIÓN DE HERIDAS" 

No.202202970 Solicitud de Patente No. 202202970/Pat Pending: 202202970.  

1. Determinar la eficiencia de la descelularización y su efecto sobre los 

componentes de la matriz extracelular de la membrana amniótica humana. 

 

1.1. Análisis histológico del proceso de descelularización  

Como primera aproximación para establecer cuál de las técnicas de 

descelularización utilizadas logró eliminar de forma efectiva todos los 

componentes celulares desde la membrana amniótica nativa, se procedió al 

análisis histológico mediante la tinción de Hematoxilina & Eosina (H&E) a todas 

las muestras de MA tratadas con los diferentes protocolos de descelularización. 

Los resultados de la técnica de H&E permitió demostrar que todos los 

tratamientos lograron la remoción de células o fragmentos de ellas (Figura 10). 

Sin embargo, se advirtió que en los grupos B y D (Figura 10 B y D), la 

descelularización no fue completa, observándose aún la presencia de núcleos 

celulares tanto en el epitelio de la MA como en la porción del tejido conjuntivo 

bajo el epitelio. En contraste, en el grupo C tratado con soluciones de 0,2% p/v 

EDTA, 0,5M NaOH y 5% p/v NH4Cl (Figura 10 C), se observó una remoción 

completa de todos los componentes celulares de la MA, siendo corroborado por 

la ausencia de núcleos celulares tanto en el epitelio como en el tejido conjuntivo 

de la membrana. Adicionalmente, en este grupo se observó la remoción de las 

células desde el epitelio, sin una aparente disrupción de la matriz extracelular 

de la MA, evidenciándose por la mantención intacta de la capa epitelial del tejido, 

lográndose observar los espacios vacíos, previamente ocupados por las células 

(Figura 10 Flechas).    
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1.2.Cuantificación de ADN  

Al realizar el análisis de la cuantificación de ADN de la MA nativa y de las 

muestras tratadas, se evidenció que todos los protocolos realizados lograron 

reducir el contenido de ADN en el tejido en comparación con la MA nativa. En la 

Figura 10 E, se evidenció que la concentración de ADN del grupo control (nMA) 

previo al tratamiento resultó ser de 21,88  14,61 µg·mg-1. Posterior a los 

correspondientes tratamientos de descelularización realizados, se observó que 

en los grupos B (11,52  6,33 µg·mg-1)y D (12,05  9,32 µg·mg-1), no existieron 

diferencias significativas (p > 0.9999) en comparación con la nMA. Sin embargo, 

se observó una disminución significativa (P = 0,0014) de la concentración de 

ADN en el grupo C tratado con soluciones de 0,2% p/v EDTA, 0,5M NaOH y 5% 

p/v NH4Cl (2,67  0.55 µg·mg-1) en comparación con el grupo control. 

Disminución equivalente a la remoción del 87,79% de los componentes celulares 

presentes en la MA nativa, en comparación con los otros protocolos de 

Figura 11. Evaluación de la eficiencia de descelularización de los distintos métodos utilizados 

mediante la tinción histológica H&E y cuantificación de la concentración de ADN. (A) MA nativa 

(nMA); (B) NaOH 0,5M (dMAB); (C) 0,2% p/v EDTA, NaOH 0,5M y 5% p/v NH4Cl (dMAC); (D) 0,02% p/v 

EDTA (dMAD); (E) Grafico concentración de ADN. Flechas indican espacios ocupados previamente por las 

células. Barra de escala representa 20um.**p   0,01; n = 10. 
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descelularización, grupo B con un 47,38% y grupo D con un 44,93%.     

 
1.3. Evaluación de los componentes de la matriz extracelular de la 

membrana amniótica  

 

1.3.1. Análisis histológico    

Al día de hoy, existen pocos reportes que den cuenta de los efectos específicos 

que tiene el proceso de descelularización sobre los componentes de la MEC de la 

MA. Para responder a la interrogante anterior, como primera aproximación, se 

procedió a realizar el análisis histológico mediante la tinción tricrómica de 

Masson y azul de Alcián a pH 1,0 y 2,5 a todas las muestras de MA tratadas con 

los diferentes protocolos de descelularización (Figura 11 A-L). Al analizar los 

resultados obtenidos con la tinción tricrómica de Masson, se logró observar que 

todos los tratamientos realizados afectaron significativamente (p < 0,05) la 

integridad del colágeno del tejido, demostrándose en una notoria disminución en 

la intensidad de la tinción en las muestras tratadas, en comparación con la 

intensidad obtenida para la nMA (Figura 11 A,D,G,J Y M).   

 

Específicamente, se advierte una mayor diferencia significativa en la disminución 

de la intensidad de la tinción en el grupo C (p = 0,0001) en comparación con las 

diferencias obtenidas para los otros grupos de descelularización, grupo B ( p = 

0,0071) y D (p = 0,0314) (Figura 11 M). Sin embargo, no se evidenciaron 

diferencias significativas entre los grupos de descelularización.  

 

Por otro lado, al analizar los resultados obtenidos con la tinción azul de Alcián, 

se observó una disminución significativa en la intensidad de la tinción a pH 1,0 

en todos los grupos de descelularización en comparación con el tejido nativo 

(Figura 11 B, E, H y K).   
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Particularmente, se evidenció una mayor disminución significativa en los grupos 

Figura 12. Análisis histológico de la integridad de la matriz extracelular de la MA mediante la tinción 

tricrómica Masson y azul de alcián posterior a los distintos métodos de descelularización. (A-C) MA 

nativa; (D-F) dMAB; (G-I) dMAC; (J-L) dMAD; (M-N) Gráfico de la densidad óptica de la tinción tricrómica de Masson 

y azul de alcián. Barra de escala representa 20 um. Se indican sólo las diferencias significativas *p 0,05; **p 

0,01; ***p 0,001;****p 0,0001. n = 12. 
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B y D (p < 0,0001) en contraste con el grupo C (p = 0,0256) y en relación con 

el tejido nativo. Por el contrario, solo se observó una disminución significativa (p 

< 0,0001) en la intensidad de la tinción a pH 2,5 con el tratamiento del grupo 

D, en comparación con la nMA (Figura 11 N). Adicionalmente al realizar un 

análisis entre los grupos de descelularización realizados, con la tinción azul de 

Alcián a pH 1,0, se advirtió una diferencia significativa en la intensidad de la 

tinción entre el grupo C en comparación con los grupos B (p = 0,021) y D (p = 

0,0438). Finalmente, solo se evidenció diferencias significativas entre los grupos 

de descelularización C y D (p = 0,0221) con la tinción a pH 2,5 (Figura 11 N).   

 

1.3.2. Cuantificación de colágeno y glicosaminoglicanos sulfatados 

Con respecto a la integridad de los componentes de la MEC de la MA posterior al 

proceso de descelularización, al analizar los resultados obtenidos para la 

cuantificación de la concentración de colágeno de la nMa y de las muestras de 

dMA, se comprobó que todos los protocolos utilizados disminuyeron la 

concentración de colágeno en el tejido. Lo anterior se corrobora en la Figura 12 

A, en donde se demuestra que la concentración de colágeno en la nMA previo al 

tratamiento resultó ser de 3,290  0,719 µg·mg-1. Posterior a los 

correspondientes protocolos de descelularización realizados, se obtuvo que el 

grupo del experimento D (2,192  0,514 µg·mg-1) fue el que tuvo la menor 

disminución de la concentración de colágeno, aun así, no se evidenció una 

diferencia significativa (p = 0,0657) en comparación con el tejido nativo. Sin 

embargo, se observó una disminución significativa (p < 0,001) de la 

concentración de colágeno en los grupos B (1,666  0.333 µg·mg-1) y C (1,515 

 0,333 µg·mg-1), en comparación con la nMA. Diferencias equivalentes a la 

disminución de la concentración de colágeno en el tejido del 49,36% para el 

grupo B, 65,02% para el grupo C y un 33,37% para el grupo D en comparación 

con la nMA. Además, no se observaron diferencias significativas (p > 0,9999) 

entre los grupos de descelularización. 
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Por otra parte, con los resultados obtenidos para la cuantificación de los 

glicosaminoglicanos sulfatados, se observó́ que todos los protocolos de 

descelularización utilizados disminuyeron significativamente (p < 0,01) la 

concentración de sGAG en comparación con la nMA (1,093  0,224 µg·mg-1) 

(Figura 12 B), sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los 

grupos de descelularización. A pesar de lo anterior, se logró́ evidenciar una 

menor disminución en la concentración sGAG en el grupo C (0,383  0,168 

µg·mg-1), en comparación con el grupo B (0,354  0,126 µg·mg-1) y D (0,328  

0,129 µg·mg-1). Equivalente a una disminución del 64,87% de la concentración 

de sGAG presente en el tejido posterior a la descelularización con el protocolo 

del grupo C, en comparación con los otros grupos de tratamiento, en donde se 

observa una disminución del 67,61% para el grupo B y una del 70,45% para el 

grupo D.  

 

2. Comparar la integración de cultivo de C. reinhardtii en la membrana 

Figura 13. Cuantificación de los componentes de la MEC de la MA posterior a los 

distintos métodos de descelularización. (A) Gráfico concentración de colágeno; (B) 

Grafico concentración de glicosaminoglicanos sulfatados (sGAG). Se indican sólo las 

diferencias significativas **p 0,01; ***p 0,001. n = 12.    
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amniótica nativa (nMA) y descelularizada (dMA). 

 

2.1. Análisis del seguimiento macroscópico de co-cultivos sólidos y líquidos 

de C. reinhardtii en nMA y dMA 

 
En base a los resultados anteriormente descritos, se determinó que el protocolo 

de descelularización del experimento C fue el más apropiado para cumplir con el 

objetivo principal de este proyecto. Logrando obtener una matriz descelularizada 

de MA con la mantención intacta de la capa epitelial y con la concomitante 

mantención de los componentes principales de la MEC. Lo que se espera que 

permita, de esta manera, una mejor integración de las microalgas a la MEC de 

la MA es su estado descelularizado en comparación con la condición nativa. Por 

lo tanto, los experimentos subsiguientes fueron realizados con la membrana 

descelularizada con el protocolo C (dMAC) en comparación con el tejido nativo. 

  
Con los resultados obtenidos para el seguimiento macroscópico de los co-

cultivos, se logró observar en primera instancia la viabilidad de la microalga en 

el tejido biológico, transcurrido los 14 días de incubación e independiente del 

tipo de co-cultivo realizado (Figura 13). Específicamente, se evidenció en los co-

cultivos sólido un aumento progresivo del color verde en el sector donde se 

realizó el cultivo del pellet de microalgas en el día 0 (Figura 13 G Y H), en 

comparación con el día 14 (Figura 13 K Y L). Sin embargo, se logró advertir una 

diferencia en la distribución de las microalgas dependiendo de las condiciones de 

la membrana. Observándose en la nMA las microalgas se integraban 

mayoritariamente en el sector donde se realizó la inoculación inicial, 

evidenciándose por una pequeña cantidad de microalgas creciendo por fuera del 

tejido (Figura 13 K).  
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Caso contrario se logró advertir en el tejido descelularizado, en donde la 

integración de las microalgas fue hacia los extremos del tejido hasta proliferar 

Figura 14. Viabilidad y capacidad proliferativa de C. reinhardtii en co-cultivos líquido 

y sólido con membrana amniótica humana nativa y descelularizada. Seguimiento 

macroscópico de co-cultivos líquidos (A-F) y sólidos (G-L); Gráfico de densidad de clorofila a 

los distintos tiempos de los co-cultivos. Se indican sólo las diferencias significativas *p 0,05; 

**p  0,01; n = 3. 
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fuera de la membrana (Figura 13 L). En relación con los co-cultivos líquidos, se 

logró observar que las microalgas en suspensión son capaces de adherirse a la 

membrana, demostrándose por una disminución del color verde del medio TAP 

con el concomitante aumento de este color en las membranas (Figura 13 E Y 

F). Sin embargo, no se logró observar diferencias en la integración de las 

microalgas entre las dos condiciones de la membrana.  

 

 

2.2. Evaluación de la capacidad proliferativa de C. reinhardtii en los co-

cultivos sólidos y líquidos en nMA y dMA  

 
En base a los resultados obtenidos de la determinación del contenido de clorofila 

en el tejido, se demostró la capacidad proliferativa de C. reinhardtii en las dos 

condiciones de la membrana amniótica y en los dos métodos de co-cultivo 

realizados. Evidenciándose por un aumento progresivo del contenido de clorofila 

a medida que transcurrieron los días de cultivo. Sin embargo, los resultados 

mostraron diferencias entre los métodos de co-cultivos, en donde se evidenció 

una mayor capacidad proliferativa de las microalgas en los co-cultivos sólido en 

comparación con el líquido (Figura 13 M). Específicamente, se obtuvo diferencias 

significativas en el contenido de clorofila entre los co-cultivo líquido de nMA (p 

= 0,0028) y de dMA (p = 0,0025), respectivamente, en comparación con el co-

cultivo sólido de nMA al día 0 de cultivo. Adicionalmente, los resultados 

mostraron una tendencia a un aumento del contenido de clorofila en los co-

cultivos sólidos al día 14, tanto para tejido nativo como el descelularizado, en 

comparación con el método líquido de co-cultivo.   

 

Con respecto a la condición de la membrana amniótica, no se observaron 

diferencias significativas, aun así, los resultados mostraron una tendencia a una 

mayor capacidad proliferativa de las microalgas en la nMA en comparación con 

la dMA. Siendo corroborado por la obtención de un 74,1% más del contenido de 

de clorofila para el día 14 en los co-cultivos sólido con la nMA (31,5  2,13 µg·cm-

2), en comparación con la dMA (15,1  10,7 µg·cm-2) y con los co-cultivos líquido 

de nMA (8,16  0,175 µg·cm-2) y dMA (16,1  0,287 µg·cm-2).  
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2.3.Análisis histológico de co-cultivos sólido y líquido de C. reinhardtii en 

nMA y dMA 

Con los resultados obtenidos para las técnicas histológicas realizadas, se 

observaron diferencias en la distribución de las microalgas en el tejido. 

Principalmente se observó que en el co-cultivo sólido de nMA (Figura 14), las 

microalgas se acumulaban en la superficie de la membrana sin lograr integrase 

al tejido. Siendo corroborado por la ausencia del color verde característico de 

la microalga en el epitelio del amnios (Figura 14 A-C). Adicionalmente, con la 

tinción de Hematoxilina, se logró apreciar que, no obstante, las microalgas se 

encuentren en contacto con las dos caras de la membrana nativa, aun así, no 

consiguieron integrarse al tejido, siendo corroborado por la visualización de la 

coloración azul de la tinción, correspondiente al epitelio y a la capa esponjosa 

de la membrana, por debajo del color verde y no una combinación de colores 

(Figura 14 G-I). Por el contrario, al analizar los resultados histológicos para el 

co-cultivo solido de dMA, se logró evidenciar la integración de las microalgas 

al tejido. Observándose el color verde de las microalgas en el interior de la 

región epitelial de la dMA (Figura 14 D-F). Demostrándose claramente en la 

Figura 14 J-K, con la tinción de Hematoxilina, el ingreso de las microalgas a la 

región epitelial del amnios, específicamente en los espacios anteriormente 

pertenecientes a las células.  

 

Por otra parte, al analizar los resultados obtenidos para los co-cultivos líquidos 

de C. reinhardtii (Figura 15), se evidenciaron resultados similares a los 

obtenidos anteriormente. En donde no se observó la integración de las 

microalgas al tejido, corroborándose por la ausencia del color verde en la 

región epitelial de la membrana en sus dos condiciones. Por el contrario, los 

resultados mostraron que las microalgas quedan adheridas en la capa 

esponjosa de la nMA (Figura 15 C y I), aun así, luego del proceso de 

descelularización (Figura 15 F y L).   
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Figura 16. Análisis histológico de co-cultivo sólidos de C.reinhardtii en membrana amniótica humana. (A-F) 

Contraste de fase en campo claro de co-cultivo sólido en MA nativa (A-C) y MA descelularizada (D-F); (G-L) tinción de 

hematoxilina de co-cultivo sólido en MA nativa (G-I) y MA descelularizada (J-L). Barra de escala representa 20 um; n ≥3. 

Figura 15. Análisis histológico de co-cultivo líquidos de C.reinhardtii en membrana amniótica humana. (A-F) 

Contraste de fase en campo claro de co-cultivo líquido en MA nativa (A-C) y MA descelularizada (D-F); (G-L) tinción de 

hematoxilina de co-cultivo líquido en MA nativa (G-I) y MA descelularizada (J-L). Barra de escala representa 20 um; n ≥3. 
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Finalmente, se evidenció una gran diferencia entre los dos métodos de cultivo, 

específicamente en la cantidad de microalgas que se encuentran sobre o en 

contacto con la membrana. Se observó que con el método de co-cultivo líquido, 

una baja cantidad de microalgas se acumulan en las superficies de la nMA y dMA, 

caso contrario se evidencia con el método sólido, observándose una gran 

cantidad de microalgas en contacto con el tejido.  

 

3. Comparar la capacidad fotosintética de la nMA y dMA cultivadas con C. 

reinhardtii  

 

3.1. Evaluación del potencial fotosintético de los co-cultivos sólidos y 

líquidos en nMA y dMA   

 

Con la finalidad de comprobar y comparar el potencial fotosintético de la nMa y 

dMA co-cultivadas con C. reinhardtii, se procedió a la determinación de la 

concentración de oxígeno en los co-cultivos, durante ciclos de oscuridad y luz, 

a los distintos tiempos de incubación. Evidenciándose, en el día 0, una nula 

variación en la concentración de oxígeno en los dos métodos de co-cultivos al 

momento de ser expuesto a la fuente lumínica (Figura 16 C y D), sin diferencias 

significativas entre la nMA y dMA. Aun así, se advirtió una mínima producción 

de oxígeno en los co-cultivos sólidos, demostrándose por un leve aumento en 

la tasa metabólica de producción de oxígeno en los co-cultivos sólidos de nMA 

(0,486  2,00 nmol·cm-2·min-1 ) y dMA (1,61  4,89 nmol·cm-2·min-1), al 

momento del estímulo lumínico. No obstante, este aumento no logró ser 

significativo en comparación con la tasa de consumo de oxígeno, nMA (-1,84  

0,615 nmol·cm-2·min-1) y dMA (1,94  3,11 nmol·cm-2·min-1), por parte de las 

microalgas en los ciclos de oscuridad (Figura 16 E). En cambio, en relación con 

el método líquido, únicamente se observó un leve aumento en la tasa de 

producción de oxígeno en los co-cultivos con dMA (0,0776  0,741 nmol·cm-

2·min-1) en comparación con la nMA (-0,649  2,31 nmol·cm-2·min-1). Aun así, 

este aumento no fue significativo en comparación con la tasa de consumo de 

oxígeno en los ciclos de oscuridad, dMA (-0,506  0,397 nmol·cm-2·min-1) y nMA 

(-0,232  0,608 nmol·cm-2·min-1) (Figura 16 F) 



 

 47 

 

Por otra parte, en los co-cultivos sólidos de nMA y dMA en el día 14 de 

incubación, mostraron una variación en la concentración de oxígeno al momento 

de ser expuesto al estimulo lumínico. Evidenciándose por un cambio en la 

pendiente de la curva de concentración de oxígeno versus tiempo al momento 

de aplicar luz (Figura 16 C). Corroborándose por un aumento de la tasa de 

producción de oxígeno en los co-cultivos de nMA (6,51  7.96 nmol·cm-2·min-1) 

y dMA (3,07  2,86 nmol·cm-2·min-1) durante los ciclos de luz, en comparación 

con el día 0 de cultivo. Adicionalmente, los resultados mostraron un aumento 

del 52,85% de la tasa de producción de oxígeno en los co-cultivos con la nMA 

en comparación con la dMA. No obstante, este aumento no logró ser significativo, 

en relación con la tasa de consumo de oxígeno obtenido por parte de las 

microalgas durante los ciclos de oscuridad, nMA (-7,20  3,85 nmol·cm-2·min-1) 

y dMA (-6,14  3,36 nmol·cm-2·min-1) (Figura 16 E).   

 

Con respecto a los co-cultivos líquidos, se evidenció un comportamiento similar 

a lo observado el día 0 de incubación. En donde, al momento de la exposición 

al estimulo lumínico, no se observó una variación evidente de la pendiente de 

la curva (Figura 16 D). Corroborándose por una mínima variación de la tasa de 

producción de oxígeno por este método de cultivo, nMA (-0,113  2,19 nmol·cm-

2·min-1) y dMA (-0,113  0,394 nmol·cm-2·min-1), en comparación con el día 0 

de cultivo. Además, no se observaron diferencias significativas en la capacidad 

de producción de oxígeno entre la nMA y dMA.  
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Figura 17. Determinación de la capacidad fotosintética de membrana amniótica humana co-cultivada con microalgas C. 

reinhardtii. (A) Condiciones experimentales para la medición de la concentración de oxígeno, MA co-cultivada con C.reinhardtii al 

interior del oxígrafo y (B) estimulación lumínica a mediante luz azul (455nm); (C-D) Evolución representativa de la concentración de 

oxígeno en un ciclo de oscuridad/luz de 5min, representado por flecha superior, de co-cultivos sólido (C) y líquido (D); (E-F) Tasa 

metabólica de consumo y producción de oxígeno de co-cultivos sólido (E) y líquido (F), n=3. 
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DISCUSIÓN 

 
El uso de matrices membranas descelularizada, ha surgido como unas de las estrategias 

prometedoras en los últimos años para el tratamiento de heridas. Aprovechando de esta 

manera, la estructura única de la MEC y sus propiedades (29,30,60,61). 

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con soluciones de 0,2% p/v EDTA, 

NaOH 0,5M y 5% p/v NH4Cl (49), permitió obtener una matriz descelularizada de MA 

con al menos un 87,79% de remoción celular y con una capa epitelial intacta con una 

concomitante mantención de las fibras de colágeno y de los sGAG, correspondiente a los 

principales elementos estructurales y de andamiaje de la MEC de la MA (11,55). Aunque 

se logró́ una significativa remoción de los componentes celulares desde la membrana 

nativa, aun así, no se logró cumplir con el valor estándar descritos en la literatura, en 

donde, se ha sugerido como estándar para la descelularización de un tejido debe 

presentar una cantidad de dsADN menor a 50ng por mg de tejido seco, además, de la 

no visualización de material nuclear con la tinción H&E o DAPI (31). Además, se destaca 

que existió́ una evidente diminución en la integridad de los componentes de la MEC luego 

del proceso de descelularización. Por ejemplo, mediante la tinción con azul alcián, se 

advierte una disminución significativa en la intensidad de la tinción a pH 1,0 en el tejido 

descelularizado en comparación con el tejido nativo, disminución que no se logra 

observar a pH 2,5. Indicándonos, que el proceso de descelularización utilizado afecta 

principalmente la integridad de los glicosaminoglicanos sulfatados en vez de los no 

sulfatados. Resultado interesante, debido a que se ha descrito un importante rol de los 

sGAG en la respuesta inflamatoria y angiogénica durante los procesos de regeneración 

tisular. Específicamente, se ha demostrado que sGAG al interior de hidrogeles de 

matrices extracelulares descelularizada son capaces de unir una variedad de factores de 

crecimientos y citoquinas, tales como, FGF y VEGF, prologando de esta manera la vida 

media de estos factores y por lo tanto sus efectos terapéuticos (62,63). Adicionalmente, 

Wang y colaboradores, en el año 2021, comprobaron que a una mayor cantidad de sGAG 

presente en un hidrogel de matriz extracelular descelularizada derivada de placenta 

humana, fue más eficaz en la promoción del proceso de cicatrización en comparación 
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con los hidrogeles con una o nula presencia de sGAG(64). Demostrando la importancia 

que cumplen los componentes de la MEC durante el proceso de cicatrización tisular.     

La remoción significativa de los componentes celulares, además, de la pérdida en la 

integridad de los componentes de la MEC, se puede deber a las características químicas 

de las soluciones utilizadas, principalmente, el tratamiento con EDTA, el cual al ser un 

quelante logra la disrupción de las células a las fibras de colágeno y fibronectinas 

presentes en el tejido, mediante el secuestro de iones tales como Ca+2 y Mg+2. 

Continuando con la descomposición nuclear e hidrolisis citoplasmáticas de las células, 

por el tratamiento con una base, en esta instancia, una solución de NaOH. Finalizando 

con el tratamiento con una solución hipertónica de NH4Cl, permitiendo la remoción del 

debris celular del tejido generado en los pasos previos (29,30).  

La integración de organismos fotosintéticos en matrices sintéticas ha surgido como una 

novedosa estrategia para lograr la administración local y controlada de oxígeno en el 

lecho de una herida (55,56). Sin embargo, el uso de matrices sintéticas conlleva grandes 

limitaciones, tales como el alto costo de producción y de mantención, posibles rechazos 

inmunológicos y pobres resultados en la recuperación completa de la piel (24,32). Con 

la finalidad de proporcionar una alternativa al uso de matrices sintéticas, cultivamos la 

microalga C. reinhardtii en la membrana amniótica humana, en su estado nativo como 

descelularizado.  

Nuestros resultados demuestran por primera vez la viabilidad de la microalga en la 

membrana amniótica humana, durante los 14 días de incubación. Demostrándose por 

un aumento progresivo del contenido de clorofila a medida que transcurrió el tiempo de 

cultivo.  

 

No obstante, a lo anterior, se evidencia una diferencia en la distribución, en la eficiencia 

de la integración y en la capacidad proliferativa de las microalgas, en relación con la 

condición de la membrana. Principalmente, en los co-cultivos sólido con la nMA, las 

microalgas se integraron en la capa esponjosa de la membrana, evidenciando una 

integración homogénea y amplia para el día 14. Caso contrario se aprecia en los co-

cultivos sólidos con la dMA, en donde se observa una integración heterogénea y limitada 



 

 51 

en la zona esponjosa de la membrana, demostrado por una menor cantidad de 

microalgas en contacto con el tejido. Diferencias que se pueden asociar a las condiciones 

fisicoquímicas aportada por la membrana en sus dos condiciones, principalmente por lo 

componentes de la MEC, en donde se han reportado una variedad de bacterias, virus, 

hongos y parásitos que logran adherirse a las células a través de la interacción con 

glicolípidos, glicoproteínas y GAGs presentes en la superficie celular (65). 

Adicionalmente, se han descrito una variedad de proteínas de membrana microbianas 

con la capacidad de interactuar con glicoconjugados altamente cargados negativamente, 

tales como heparán sulfato (65). Siendo este identificado como el receptor putativo para 

la adhesión celular de la bacteria Helicobacter pylori (66). Por lo tanto, la baja integración 

de la C. reinhardtii a la membrana descelularizada, se puede deber a la perdida 

significativa de GAGs sulfatados luego del proceso de descelularización de la membrana, 

disminuyendo en si su capacidad de adhesión a esta.  

 

Por otra parte, los GAGs no sulfatados son componentes claves en arquitectura y 

remodelación tisular, siendo el ácido hialurónico (AH) su gran representante, el cual se 

destaca por ser una molécula de gran peso molecular y altamente hidrofílico (67) tiendo 

una alta capacidad de retención de agua, permitiendo la mantención de la humedad del 

tejido y la creación de espacios para la migración celular durante el proceso de 

cicatrización y la morfogénesis embrionaria (68). Adicionalmente, se ha reportado la 

interacción de AH con proteoglicanos presenten en la MEC, tales como, agrecan, 

nuerocan y versican, generando la formación de una red de conexiones que actúa como 

uno andamio estructural para el tejido (67). Por lo tanto, aunque no se haya observado 

uno disminución significativa de los GAGs no sulfatados, si existió, en cierta proporción, 

una perdida durante el proceso de descelularización en comparación con el tejido nativo. 

Provocando la pérdida del andamio estructural de la MA, lo que generaría que las 

microalgas integradas no logren quedar atrapas dentro del tejido descelularizado.  

 

Al enfrentar a los co-cultivos a un estímulo lumínico, nuestros resultados demuestran 

una mayor tasa de producción de oxígeno en los co-cultivos sólido con la MA nativa, en 

comparación con la dMA y el método líquido. Deferencias que también se han descrito 

en el desarrollo de andamios fotosintéticos 3D, en donde se observa una mayor 
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viabilidad y una actividad metabólica más estable de las microalgas, al ser inmovilizadas 

al interior de estos andamios, en comparación con los cultivos en suspensión (56). 

Adicionalmente, en un estudio realizado por Maharjan y colaboradores, en el año 2021, 

demostraron que la encapsulación de C. reinhardtii en una biotinta temporal a base de 

celulosa, para la fabricación de constructos 3D de tejido vascularizado, mejoraba 

significativamente su capacidad fotosintética (69).  

 

Por consiguiente y tomando en consideración todo lo descrito anteriormente, se propone 

que la microalga C. reinhardtii se integran eficientemente a la membrana amniótica en 

su estado nativo, debido a que logran adherirse al tejido mediante la interacción con los 

sGAG presentes en la MEC. Además, de quedar retenidas en el andamio generado por la 

interacción de los proteoglicanos con el AH, el cual, por su propiedad de retención de 

humedad, generará un ambiente favorable para el crecimiento y proliferación de las 

microalgas. Esta adherencia y retención de las microalgas en la MEC se propone como 

fundamental para la estabilidad metabólica de esta, lo que se refleja en una mejor 

capacidad fotosintética frente a un estímulo lumínico.     

 

Una observación interesante, fue que a medida que aumentó el contenido de microalgas 

en la membrana, en especial en los co-cultivos sólidos, este aumento no fue 

directamente proporcional a una mayor tasa de producción de oxígeno. Discordancia que 

se podría explicar por una menor capacidad de penetración de la luz debido a la alta 

densidad de microalgas, provocando un efecto de sombra (36,56). Por lo tanto, un 

cambio en la estrategia de la inoculación del pellet de microalgas en la MA podría dar 

solución a esta problemática, buscando una estrategia que permita una incorporación 

homogénea, transversal e idealmente de monocapa.  

 

Finalmente, este trabajo proporciona las primeras evidencias de la factibilidad de la 

incorporación de organismos fotosintéticos a tejidos bilógicos humanos. Desarrollándose 

por primera vez un aloinjerto simbiótico temporal de membrana amniótica humana con 

microalga C. reinhardtii. Permitiendo la conjugación de las propiedades fotosintética y 

regenerativa en un solo implante. Adicionalmente, este estudio proporciona un método 

de co-cultivo sólido de membrana amniótica humana en su estado nativo con microalgas 
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C.reinhardtti, el cual es sencillo, fácil y económico de implementar, en comparación con 

otras tecnologías de la TE de la piel. Proyectándose a futuro la evaluación de las 

propiedades regenerativas y de biocompatibilidad de este aloinjerto en el tratamiento 

de heridas de piel en un modelo murino.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 54 

CONCLUSIONES 

 

1. Se demostró que mediante el tratamiento con soluciones de 0.2% p/v EDTA, 

NaOH 0.5M y 5% NH4Cl, se logró obtener una matriz descelularizada de 

membrana amniótica humana, con al menos un 87,79% de remoción celular y 

con una capa epitelial intacta con la concomitante mantención del 34.98% de 

colágeno y de un 35.13% de sGAG.  

 

2. Se demostró por primera vez la viabilidad y capacidad proliferativa de la 

microalga C. reinhardtii al ser integrada en la membrana amniótica humana 

durante 14 días de co-cultivo. 

 

3. Se comprobó que el método de co-cultivo sólido de C. reinhardtii con membrana 

amniótica humana es su condición nativa, es el más adecuado para el desarrollo 

de un aloinjerto humano simbiótico temporal con capacidad fotosintética.  
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ANEXOS 

 
Anexo 1. Consentimiento informado para donación de membrana amniótica.  
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Tricrómica de Masson  

 

Azul de alcián pH1  

 

Azul de alcián pH2.5 

 

 

Anexo 2. Códigos utilizados en ImageJ para el análisis de imágenes histológicas  
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