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RESUMEN

Durante las ultimas tres décadas han existido grandes avances en la ingenieria de tejidos
de la piel, permitiendo desarrollar sustitutos dérmicos como tratamientos alternativos.
La membrana amnidtica humana (MA) se ha destacado para el tratamiento de heridas
con propésitos reconstructivos, dadas sus capacidades antiinflamatorias, promotor de la
epitelizacion e inhibicion de la fibrosis. No obstante, el suministro apropiado de oxigeno
en la zona de la herida continGa siendo una gran problematica. La matriz fotosintética
HULK, desarrollada mediante el cultivo de la microalga Chlamydomonas reinhardtii en
una matriz comercial (Integra®), soluciona esta problematica. En este estudio se propone
la generacién de un aloinjerto simbidtico temporal (MA-microalga), que permite la
conjugacion de las propiedades fotosintéticas y regenerativas en un solo implante. En
una primera fase se procedié a la descelularizacién de la MA (dMA) y asi exponer los
componentes de la matriz extracelular (MEC) y una mejor siembra de las microalgas. Se
evalud tres protocolos de descelularizacidén y sus efectos sobre los componentes de la
MEC. Se obtuvo una dMA con la capa epitelial, la matriz extracelular de colageno y
glicosaminoglicanos sulfatados intactos. En la segunda fase, se compard la capacidad de
siembra y viabilidad de las microalgas entre la MA nativa (nMA) y la dMA en cultivo sélido
y liquido. Se evidencié la viabilidad de las microalgas durante 14 dias en ambos método
de co-cultivo, una eficiente integracion y mayor proliferacion de las microalgas en el co-
cultivo sélido con la nMA. La capacidad fotosintética y la produccién de oxigeno fué un
52.85% mayor en los co-cultivos solidos con nMA, en comparacion con la dMA vy los co-
cultivos liquidos. 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 oxigeno fotosintéticamente y

con potencial aplicacion clinica.

Palabras Claves: Membrana amnidtica humana, descelularizacién, Chamydomonas

reinhardtii, herida crdnica, ingenieria de tejidos, aloinjerto dérmico.



INTRODUCCION

La piel es el érgano mas extenso del cuerpo humano, con un area aproximada de 1.7
m? (1). Cumple un papel crucial siendo una barrera de proteccion, aislando al organismo
del medio que lo rodea, protegiéndolo frente a factores externos como bacterias vy
sustancias quimicas; regulando la temperatura; al igual que la homeostasis de los fluidos
y cumple una importante funcidon sensorial (2). Es una estructura extremadamente
compleja, conformada por 3 capas principales: (I) La epidermis, que es la capa mas
externa, de aproximadamente 0.2 mm de espesor y compuesta principalmente de
queratinocitos y queratina. Estos al madurar experimentan un proceso llamado
gueratinizaciéon, en donde su nlcleo y citoplasma son remplazados por queratina,
formando una capa celular aplanada, compacta, resistente a la friccion, impermeable al
agua y casi impenetrable por bacterias, otorgandole proteccion al cuerpo de los dafios
externos; (II) La dermis, esta es la capa intermedia y estd compuesta principalmente
por una matriz extracelular de colageno, glicosaminoglicanos (GAGs), acido hialurdnico
(AH), elastina y en menor proporcidon por su constituyente celular principal, los
fibroblastos, proporcionando la fuerza fisica, asi como la flexibilidad de la piel. Por ultimo,
(III) la hipodermis, la capa mas profunda, estd compuesta primordialmente por tejido
conjuntivo laxo, en donde estan contenidos adipocitos y numerosos vasos sanguineos,

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

Foliculo
- \
. < -

Glandula Sudoripara

Tejido Conectivo

Hipodermis

Terminacién Nerviosa

Vasos Sanguineos

Figura 1. Estructura anatémica de la piel humana. Modificado de
Vig et al 2017.
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Una herida en la piel, puede ir acompafiada de una alteracion de la estructura y funcion
del tejido normal subyacente, puede originarse por la rotura precisa del bisturi del
cirujano (incision) o por un dafio extendido (traumatismo mayor, quemaduras u otras),
que debe ser restaurada rapidamente en vista de las funciones cruciales que cumple
este organo (2,3).

El proceso de cicatrizacion ocurre como una cascada sistematica de procesos
superpuestos, los cuales, se encuentran cuidadosamente regulados, involucrando una
amplia comunicacion 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, inflamacion, proliferacion y

remodelaciéon/maduracién de la cicatriz (Figura 2) (3,4).

Phases of wound healing

A . .
Il Proliferative phase
S I
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ECM: Extracellular matrix; MMP: Metalloproteinases; TIMP: Tissue inhibitors of metalloproteinases.

Figura 2. Fases principales del proceso de cicatrizacion. Enoch & David 2008.

La hemostasia o coagulacion es la fase inicial y comienza inmediatamente después de
ocurrir la lesion, caracterizandose por la activacidén plaquetaria y la liberacidon de factores
de coagulacion lo que conlleva a la formacidon de una red (coagulo) de plaquetas, fibrina
y trombina, asegurando de esta manera la detencion de la hemorragia. Adicionalmente
se liberan factores de crecimiento esenciales por parte de las plaquetas, tales como, el
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factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), estimulando la quimiotaxis de neutrdfilos, macréfagos,
células de musculos liso y fibroblastos al sitio de la herida; ademas, la liberacién de
citoquinas adicionales (FGF, TNF-a y IL-1) asi como la activacidon de la cascada del acido
araquidonico y sus productos como las prostaglandinas en especial del grupo E vy la

relevante accién de las ciclooxigenasa 1 y 2 (COXs) (3-11).

La fase inflamatoria, inicia a continuacidon, mediante la infiltracion de neutréfilos y
macrdéfagos proinflamatorios (M1) al sitio de la herida. Durante esta fase se eliminan,
via fagocitosis, materiales extrafios, bacterias y tejido necrético presente en la herida.
Ademas, ocurre la liberacién de mas PDGF, TGF-B, los que atraen aun mas fibroblastos
y células de musculo liso al sitio de la lesion (5,6,8). La fase proliferativa o de reparacion,
se caracteriza por el desarrollo del proceso de re-epitelizacién, angiogénesis, formacion
de tejido granular y deposicién de nueva MEC como por ejemplo colageno tipo III, a
través de la activacion de queratinocitos, fibroblastos, macréfagos antiinflamatorios (M2)
y células endoteliales, con el propésito final del cierre de la herida y la neovascularizacion
del nuevo tejido (5,6,8). La fase de remodelacién/maduracién, es la ultima etapa en el
proceso de cicatrizacion, en donde se produce la degradacion de la MEC provisional y del
colageno tipo III sintetizado anteriormente, siendo remplazado por colageno tipo I,

otorgandole resistencia a la traccion mecanica al nuevo tejido (6,8).

En lesiones leves y en condiciones fisioldgicamente normales, la restauracién de la
barrera epidérmica es altamente eficiente. No obstante, cuando ocurre una lesién mas
profunda o existe la presencia de factores o de enfermedades concomitantes, tales
como, infecciones, diabetes, enfermedades vasculares, cancer, reacciones inmunes de
diverso origen, entre otras, se produce una alteracién en la microvasculatura del tejido
y por tanto la reducciéon del suministro de oxigeno al area afectada, impactando
negativamente en el proceso de cicatrizacion y de esta forma desencadenado en la

generacion de una lesién ulcerativa de la piel o herida crénica (4).

Las heridas croénicas se definen como lesiones cutaneas que no han progresado a través

de un proceso de reparacion normal, ordenado y oportuno, fallando en la restauracién
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de la integridad anatémica y funcional del tejido lesionado, por un periodo mayor a tres
meses (12,13) o mas en caso de traumatismo reiterado. Se ha observado, en este
contexto, que la falla en la progresion de la fase inflamatoria del proceso de cicatrizacion
es una de las caracteristicas principales en heridas crdnicas (14). Especificamente, se ha
evidenciado la presencia de una cantidad excesiva de macréfagos de fenotipo
proinflamatorios (M1), en comparacion con el fenotipo antiinflamatorio (M2), los cuales
presentan ademas una limitada capacidad fagocitica (15). Se observa, también, un
aumento en la liberacién de citoquinas proinflamatorias, tales como TNF-a y IL-1, que a
su vez inducen al reclutamiento adicional de células inflamatorias, lo que resulta en un
estado de inflamacion crénica (14,15). Adicionalmente, se ha descrito la liberacion de
una serie de proteasas y metaloproteinasa de matriz (MMP), como MMP-2 y MMP-9, por
parte de los macréfagos presentes, provocando la degradaciéon de la MEC, ademas de
alterar la actividad de los factores de crecimiento y proteinas necesarias para la
progresion a las fases proliferativas y de remodelacién del proceso de cicatrizacion
(14,15).

Actualmente, con una prevalencia mundial del 1-2% aproximadamente, las heridas
cronicas se han descrito como una epidemia mundial silenciosa en aumento. Afectando
mayoritariamente a la poblacion adulta mayor, de la cual va asociado en un aumento en
las comorbilidades y enfermedades croénicas (obesidad, diabetes, ateromatosis vy
arterioesclerosis) que aquejan a esta poblacién. Existe una proyeccién de mas de 400
millones de diabéticos a nivel mundial para el afio 2024, aumentando principalmente en
las regiones de Asia, Africa y América del Sur (16) . En el &mbito nacional, en la Ultima
encuesta nacional de salud 2016-2017 del Ministerio de Salud (MINSAL), se reportd que
12,3% de la poblaciéon nacional padece de diabetes. De estos Uultimos, el 15%
presentaron una probabilidad de desarrollar Glceras en miembros inferiores en especial
de pie diabético y con un 85% de probabilidad de la necesidad de realizar la amputacion

de la extremidad afectada (17).

Ademas, el enorme costo de los tratamientos, la prolongada atencidon médica para la
realizacion de los tratamientos, la incapacitacion laboral y el trauma emocional de los

pacientes, contribuyen al enorme impacto socioecondmico asociado a estas lesiones
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cutaneas. Por lo tanto, facilitar la curacidn, conseguir la restauracion maxima de la
funcidn tisular, mejorar la calidad de vida y rebajar los costos de los tratamientos, siguen
siendo una preocupacion central en la atencion clinica para el tratamiento de este tipo
de heridas (4,18-20).

En la actualidad el tratamiento clinico para el manejo de heridas crénicas se basa en
tratamientos paliativos, principalmente de limpieza y vendaje del area afectada, para
evitar de esta manera la generacion de infecciones, complementados con el tratamiento
y control de la enfermedad de base y farmacos vasodilatadores, reductores de la
viscosidad sanguinea, y gabapentinoides para el tratamiento del dolor crénico de base
neuropatica (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 ultimas tres décadas han existido avances extraordinarios en el campo de
la ingenieria 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 estan compuestos
basicamente por una matriz de materiales sintéticos y/o naturales con el requerimiento
fisicoquimico apropiado, lo que permite soportar, guiar y estimular el crecimiento del
nuevo tejido. Se han logrado clasificar en 3 categorias y con sus concomitantes
subclasificaciones: (1) Clase I, Materiales de vendaje temporales: (a) Capa Unica 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
ingenieria 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 regeneracion tisular, destacando de esta manera, la estructura Unica de la MEC
y sus propiedades, tales como, la presencia de factores de crecimiento, ademas de
glicoproteinas como la laminina y fibronectina, aumentando la adhesion de las células al
andamio (29,30). Ademas, se ha descrito la participacién de la MEC en la mitogénesis y
guimiotaxis celular, en la diferenciacién celular e induccién de la respuesta regenerativa
para la remodelacién tisular (31). A pesar de todo estos avances, siguen existiendo
limitaciones, tales como, el alto costo de produccién y de mantencion, rechazos

inmunoldgicos y pobres resultados en la recuperacidén completa de la piel (24,32). Estos
14



fracasos se deben fundamentalmente a que con estos recursos no se resuelve el
problema de base que es el bajo aporte de oxigeno por parte de la microvasculatura
local afectada por los procesos fisiopatoldgicos diabéticos (arterioesclerosis) (33,34). Por
lo tanto, existe la gran necesidad de encontrar un biomaterial pro-regenerativo,
biocompatible, con alta capacidad de retencién de humedad, optima elasticidad y una
porosidad adecuada que permita el intercambio libre de gases y nutrientes,
principalmente el suministro apropiado de oxigeno, para su uso como sustituto dérmico
(19,24,35-38)

Una de las matrices destacadas y prometedoras para la ingenieria de tejido (TE) de la
piel, es la membrana amnidtica humana (MA). La MA es un tejido delgado que delimita
completamente la cavidad amniédtica, conteniendo al liquido amnidtico y al embrién/feto
suspendido, por lo cual adopta una disposicion interna con respecto a la placenta (Figura
3). La funcién principal de la MA es la de proteger al feto de factores externos no
deseados durante todo el desarrollo intrauterino manteniendo el contenido feto-
amnidtico (39,40).

m\

+——— Capa Epitelial

C — Membrana Basal
*« - 'E Capa Compacta
* Capa Esponjosa

gt sessacacad

Corién

Membrana
Amniética

Liquido
Amniético

Feto

Figura 4. Membrana amnioética humana, su ubicacion durante la gestacion y sus capas
histolégicas. Modificado de Elkhenany et al 2022 y Schmiedova et al 2021.
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La MA tiene forma discoide, con un diametro de 15 a 20 cm, su grosor varia de 20 a 500
Mm vy 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 heparan sulfato de la cual adyacentemente se encuentra (3) la
capa compacta, formada principalmente por colageno I, III y elastina, que en conjunto
forman el esqueleto fibroso de la MA; (4) la capa fibroblastica, es la capa mas gruesa y
esta compuesta por una red de fibroblastos en una matriz fibrilar y (5) la capa esponjosa,
representa la capa de transicion entre el amnios y el corion y estd compuesta por una
matriz de colageno III con un abundante contenido de glicosaminoglicanos (GAGs;
Figura 3) (40-42).

La MA es una estructura avascular, la cual ademas no presenta nervios, musculos ni
tejido linfatico, pero a pesar de ello, tiene multiples funciones metabdlicas, como el
transporte de agua y materiales solubles y la produccion de factores bioactivos, incluidos

factores de crecimientos y citoquinas (41).

Estda membrana ha sido utilizada con éxito para el tratamiento de heridas y con
propésitos reconstructivos desde principios del siglo XX, siendo por primera vez descrito
su uso en 1910 por John Staige Davis, como material quirdrgico 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  dermatologia, oftalmologia, urologia,

otorrinolaringologia, cirugia plastica y oncologia (24,39,44).

A lo largo de los afos, se han descrito numerosas propiedades regenerativas a la MA,
las cuales han resultados beneficiosas. En primera instancia, su aplicacion en el lecho de
la herida otorga un efecto de barrera previniendo la desecacion y la perdida de fluidos,
ademas de generar un efecto analgésico al proteger las terminaciones nerviosas
expuestas en la zona de la lesidén (40). Por otro lado, se destaca por ser un material no
inmunogénico, debido a la nula expresién de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad 1 (MHC 1) tipo antigeno leucocitario humano (HLA-A, B, C). Ademas
de ser un material de descarte luego del parto, de facil obtencién, procesamiento y
transporte (39,40,45).
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Adicionalmente, se ha demostrado la liberacién 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-a, ademas de la secrecidon 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 gestaciéon, la reparacién tisular sea
esencialmente sin cicatriz (46-48).

Ademas, la MA contiene una decena de factores de crecimiento, destacandose, el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), el
factor de crecimiento de queratinocito (KGF), factores de crecimiento transformate
(TGFa y TGFB), el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), los cuales cumplen uno rol esencial en los procesos fisioldgicos que

conducen a la cicatrizacién normal de heridas y la regeneracién de tejidos (40).

En el afio 2019, Murphy y colaboradores (24) utilizando uno modelo de herida de piel
completa en porcino, evaluaron la eficacia de cicatrizacién de dos presentaciones de la
membrana amnidtica (hidrogel y polvo) y lo compararon con productos comerciales
actualmente disponibles: (1) AmnioGraft, constituido bdasicamente por membrana
amnidtica 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 habia una rapida y significativa cicatrizacion,
impulsando el cierre de la herida mediante procesos de epitelizacion en vez de
contraccion; este ultimo mecanismo predominé mediante la utilizacién de los productos
comerciales. Ademas, al realizar el analisis histoldgico, observaron una promocion en la
formacion de epidermis y dermis madura con una composicion similar a la de una piel

Sana.

Adicionalmente a estos positivos resultados en un modelo de porcino, en el afio 2019,
Hashemi et al (15), realizaron un ensayo clinico aleatorizado, con cinco pacientes de
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entre 30 y 60 afios con heridas crdnicas diabéticas, las cuales fueron tratadas con
membrana amnidtica descelularizada sembrada con células madre mesenquimales de la
gelatina de Wharton del cordon umbilical, aplicada durante 9 dias con un seguimiento
de 1 mes, observandose una disminucidon estadisticamente significativa (p < 0.002) en
el tiempo de curacion y en el tamano 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, especificamente de heridas cronicas, destacando principalmente su accion
antiinflamatoria (14), promotor de epitelizacion (24) y su accién como un andamio
celular o matriz bioldgica (18), propiciando de esta manera un proceso de cicatrizacion

eficiente.

A pesar de todo lo anteriormente descrito y a los grandes avances en la TE de la piel, el
suministro apropiado de oxigeno continla siendo uno de los grandes problemas

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

El oxigeno es una molécula clave durante todo el proceso de cicatrizacién debido a su
participacion directa en una serie de procesos fisioldégicos y de senalizacion celular
esenciales para la cicatrizacion, destacando su participaciéon en la produccién necesaria
de energia (ATP) y de especies reactivas de oxigeno (ROS), ademas, de su rol en el
control de infecciones al eliminar las bacterias a través de oxidacion, asi como de
estimular la produccién de componentes de la MEC y angiogénesis. Por lo tanto, una
falla en el suministro apropiado de oxigeno en el sector de la herida conllevara a la
generacion de una herida crénica (Figura 4). En particular, bajo condiciones de
significativa hipoxia, la produccion de ATP via fosforilacion oxidativa se detiene y los
sistemas de transportadores transmembranas dependientes de ATP, tales como, Na*/K*
-ATPasa o Ca*™® -ATPasa fallan, provocando la acumulacion de Ca*? intracelular,
estimulando la liberacién de citoquinas proinflamatorias, como TNF-a e IL-1, atrayendo
a neutrofilos y macréfagos al sito de la herida. Adicionalmente, bajo estas condiciones,
se facilita la produccion de ROS, exacerbando el dafio tisular y por lo tanto afectando

negativamente la reparacion de la herida (12,49). Este escenario se complica ain mas,
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por cuanto metabodlicamente el estado hiperglicémico diabético aporta mucha mas
glucosa en un ambiente hipdxico desviando el metabolismo hacia la fermentacién y la
consecuente acidificacion tisular debido al incremento del lactado y del piruvato

(34,50,51).
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Figura 5. Hipoxia y sus consecuencias fisiolégicas en el proceso de cicatrizacion.
Modificado de Eming et al 2014.

Para combatir esta problematica en el ano 2014, Hopfner y colaboradores desarrollaron
una matriz fotosintética denominada HULK (por sus siglas en aleman Hyperoxie Unter
Licht Konditionierung), mediante el cultivo de la microalga Chlamydomonas reinhardtii
(C. reinhardtii) en una matriz comercial de coldgeno (Integra® bilayer matrix),
otorgandole la capacidad de producir oxigeno al ser expuesto a la luz. Desde su
publicacion se ha investigado intensamente su aplicacion como sustituto dérmico

temporal para el tratamiento de heridas (36,38,52,53).
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Schenck et al., en el afio 2015, aplicaron la matriz HULK en heridas de piel completa en
ratones desnudos atimicos y observaron el desarrollo de un tejido quimérico (mamifero
+ 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 inmunoldgica completa, el mismo grupo de
investigacion, replicé el disefio experimental, pero utilizando ratones
inmunocompetentes y de esta forma corroborar sus resultados. A los 14 dias posterior
a la administracion de HULK, no se observaron signos de inflamacidon ni existié un
aumento significativo en la activacion leucocitaria entre HULK y el control (38). Ademas,
observaron un mayor reclutamiento de células endoteliales y la formacién de un tejido
granular bajo la matriz HULK, el cual revestia por completo a la herida, con una unién
firme al musculo subcutédneo y a los bordes de la dermis (38). Cabe destacar que el
proceso de epitelizacion depende de la presencia de una base de tejido granular sano,
en donde su desarrollo es dependiente de oxigeno (54). Por lo tanto, los autores
concluyen que la matriz fotosintética puede ser implantada en hospederos
inmunocompetentes, sin causar inflamacion ni desencadenar una respuesta inmune,
promoviendo la epitelizacidén y favoreciendo de esta manera el proceso de cicatrizacion
(36,38,52).

En el afio 2021, Obaid et al (53), ejecutaron el primer ensayo clinico de fase 1 de la
matriz fotosintética HULK, evaluando su seguridad y viabilidad en el tratamiento de
heridas cutdneas de espesor completo en humanos. El estudio se realizd con ocho
pacientes inmunocompetentes y sin comorbilidades asociadas, de entre 21 y 63 afos de
edad, portadores de heridas de espesor completo, la cuales fueron tratadas con la matriz
fotosintética durante 21 dias con un seguimiento de 3 meses, donde no se observaron
signos de inflamacion en el sito de la lesidon tratada, tales como edema o eritema,
durante todo el tratamiento, concordando con los resultados de la autoevaluacion

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

Uno de los resultados mas relevante del ensayo, fue la baja respuesta inmunitaria
observada frente a HULK, donde no se evidencid un aumento significativo en el

porcentaje total de linfocitos T, ya sea colaboradores (CD4+) como citotoxicos (CD8+)
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luego de iniciado el tratamiento. Situacién similar se observd con la liberacion de
citoquinas inflamatorias, no evidenciandose un aumento significativo en su
concentracion. Adicionalmente, mediante el analisis histolégico de biopsias obtenidas
durante el transcurso del ensayo, se evidencié una coexistencia, en la matriz HULK, de
microalgas y células infiltradas del propio paciente, las que incluyeron fibroblastos,
macrofagos y de neovascularizacién en la herida, indicando una excelente integracién

entre la matriz fotosintética y el lecho de la herida.

Gracias a estos resultados, se demostré el potencial valor del uso de organismos
fotosintéticos cultivados en matrices comerciales sintéticas, logrando la administracién
local y controlada de oxigeno al lecho de la herida y estimulando de esta manera la

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

Por consiguiente, en el presente estudio se propone la generacion de un aloinjerto
simbidtico temporal, utilizando la matriz extracelular bioldgica de la membrana
amnidtica humana para ser cultiva con la microalga C. reinhardtii (Figura 5), potenciando
de esta manera las propiedades regenerativas de la MA, ademas, de permitir la
conjugacion de las propiedades fotosintéticas y regenerativas en un solo implante.

//
7
“

Matriz
C. reinhardtii Extracelular

Membrana
Amniética

Figura 6. Esquema representativo de aloinjerto simbiético temporal
de membrana amniética humana descelularizada cultivada con
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HIPOTESIS

La microalga C. reinhardtii es incorporada eficientemente a la membrana amniédtica
humana descelularizada, otorgdndole un éptimo ambiente para su proliferacion y

capacidad fotosintética.

OBJETIVO GENERAL

Generar un aloinjerto simbidtico temporal de membrana amnidtica humana

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

frente a un estimulo luminico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la eficiencia de la descelularizacién y su efecto sobre los componentes de
la matriz extracelular de la membrana amnidtica humana mediante tinciones
histoldgicas y cuantificacion de ADN, colageno y glicosaminoglicanos sulfatados
(sGAG)

2. Comparar histoldgica y fisioldgicamente la integracidn de cultivo de C. reinhardtii en

la membrana amnidtica 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 oximetria.
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METODOLOGIA

El siguiente estudio se encuentra enmarcado en el proyecto de investigacion VIU de
FONDEF cddigo VIU20P0096 denominado “Amniogreen: Apodsito simbiotico fotosintético

para el tratamiento de heridas crénicas”.

1. Disefno Experimental

Membrana Amniética (MA)

(1)* v Cuantificacion ADN

v" Anélisis Histoquimico:
Decelularizacién - - H & E y Tricrémica Masson

v Evaluacién MEC:

MA MA - Coldgeno y GAGs
3 Descelularizada
Nativa (nMA) (dMA)
(2)(3)*
Chlamydomonas reinhardtii
*QObjetivos

v y

nMA dMA
+ +
C.reinhardtii C.reinhardtii
| |
v/ Eficiencia Incorporacion: v Viabilidad C. reinhardtii: v/ Potencial Fotosintético:
- Seguimiento Macroscépico - Contenido Clorofila - Oxygraph+
- Tincién Hematoxilina

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

investigacion

2. Determinar la eficiencia de la descelularizacion y su efecto sobre los
componentes de la matriz extracelular de la membrana amniética humana

mediante tinciones histolégicas y cuantificacion de ADN, colageno y
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glicosaminoglicanos sulfatados (sGAG) .

2.1. Recolecta de membrana amniética humana (MA)
Se trabajo en conjunto con profesionales del servicio de maternidad de Hospital
Carlos Van Buren de Valparaiso, donde se obtuvo la donacién y colecta de una
placenta via cesdarea electiva desde una madre sana, previa su autorizacién 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 Valparaiso, con un triple embalaje de
seguridad para muestras bioldgicas y con unidades refrigerantes para mantener
las condiciones éptimas del tejido. Luego de la recoleccion del tejido desde el
hospital, trabajando bajo gabinete de bioseguridad, se procedié a la separacion
de la capa coridnica de la membrana amnidtica, mediante diseccién roma.
Posteriormente la MA fue sometida a lavados con solucidn salina estéril, para la
eliminacién de restos de corion y de coagulos de sangre (Figura 7 A). A
continuacion, se cortd 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! de penicilina-estreptomicina (BI Biological
Industries) y 0,25 mg-mL™* de anfotericina B (BI Biological Industries) a -80°C,
para evitar la degradacidon del tejido por los ciclos de congelacion vy

descongelacién.

Figura 8. Procesamiento membrana amnioética humana (MA). (A) Limpieza y dimensiones
originales de MA (B) Cortes de 1 cm? de MA.
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2.2. Descelularizacion de la membrana amniética humana

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

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

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

x 5 cm, se procedid a cortar el tejido en cuadrados de aproximadamente 1 cm?

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

un n=10 para cada método de descelularizacién a realizar. La distribucion 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.

2.2.2,

2.2.3.

Grupo A
Membrana amnidtica humana sin ningun tratamiento, la cual fue utilizada

como grupo control.

Grupo B /dMAB

La MA fue tratada con uno hisopo embebido en una soluciéon de NaOH
0,5M, con el cual se realizaron pasajes delicados por la cara epitelial de la
membrana amnidtica durante 30 segundos, repitiendo el proceso para la
cara coridnica 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 céctel de antibidticos y antimicéticos a -80°C.

Grupo C / dMAC

La membrana amnidtica fue tratada con una solucion de 0,2% p/v EDTA
en PBS (pH 7,4 - 7,6) por 30 minutos a 37°C, luego fue transferida a una
solucién de NaOH 0,5M por 30 segundos, continuando con el tratamiento
con una solucién de 5% p/v NH4Cl en agitacidon 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! de penicilina-
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estreptomicina (BI Biological Industries) y 0,25 mg-mL™! de anfotericina B
(BI Biological Industries) a -80°C.

2.2.4. Grupo D / dMAD
Se realizd la descelularizacidon de la MA con una solucién 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 agitacion a temperatura
ambiente. Finalizando con el almacenamiento de Ila membrana
descelularizada en 10% DMSO en PBS (pH 7,4 - 7,6) a -80°C.

2.3.Extraccioén y cuantificacién ADN
Para corroborar la eficiencia del proceso de descelularizacion y por lo tanto la
eliminacién de los nlcleos celulares y el ADN presente en la membrana
amniodtica, se realizé la extraccion de ADN total a todas las muestras procesadas,
utilizando el kit comercial de extraccion de ADN (E.Z.N.A Tissue DNA Kit, Omega
Bio-Tek) siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién, se realizé la
cuantificacion 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 detectdndose mediante el

uso de Fluorémetro Quantus™ (E6150, Promega) a 504nmex/531nmem.

2.4.Extraccién vy cuantificacion de colageno y glicosaminoglicanos
sulfatados (sGAG)
El analisis de la mantencion de la integridad de los componentes de la matriz
extracelular de la MA, posterior a los diferentes protocolos de descelularizacién,
se realizd la extraccion de colageno con pepsina (Sigma-Aldrich, Cod. P7012)
acida y de los sGAG totales con papaina (Sigma-Aldrich, Cod. P3125) a todas las

muestras procesadas. A continuacién, se realiz6 la determinacién del colageno y

de los sGAG totales, a través de la utilizacién 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 determind la cuantificacion de las concentraciones
de coldgeno y sGAG totales a todas las muestras por duplicado (n= 12),

mediante un espectrofotdbmetro a 556nm y 656nm, respectivamente

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

2.5. Estudio histologico
Los diferentes grupos de MA fueron fijados con Methacarn (metanol, cloroformo,
acido acético en la proporcion 6:3:1) a 4°C por 4 horas. A continuacién, las
muestras fueron deshidratadas en baterias de alcoholes y luego incluidas en
parafina. Se realizaron cortes de 5um de espesor mediante la utilizacién de un

micrétomo (Accu-Cut® SRM™ 200, Sakura Finetek). Finalmente, se realizaron
las tinciones histoldgicas correspondientes para la evaluacion de la eficiencia del
proceso de descelularizacion mediante la tincién de Hematoxilina & Eosina (H&E)
y de la integridad de los componentes de la matriz extracelular, especificamente
se realizd la tincidn tricromica de Masson para el analisis del coldgeno y la tincion
con azul de Alcidn a pH 1,0 y 2,5 para la observacién de los glicosaminoglicanos.
Todos los analisis y la captura de imagenes fueron realizados utilizando un
microscopio Optico Olympus CX43RF acoplado con camara digital Euromex 4K
Sony Ultra HD VC.3040. Todas las imagenes fueron capturadas con zoom optico

en objetiva a 40X.

2.6. Evaluacion cuantitativa de tricromica de Masson y Azul de Alcian a pH
1,0y 2,5
Con respecto a la cuantificacion de la intensidad de la densidad 6ptica de las
tinciones histoldgicas realizadas, se obtuvieron microfotografias de por lo menos
10 campos de 40x no sobrepuestos, para cada placa histoldgica correspondiente
a cada grupo de tratamiento. Se realizd la evaluacion de las imagenes
previamente obtenidas utilizando tres algoritmos escritos en lenguaje IJMarco

de ImageJ; uno para la evaluacion de la tincién tricdmica de Masson y los otros
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dos para la tincion con azul de alcian a pH 1,0 y 2,5 (Anexo 2). Estos algoritmos
permitieron la evaluacion semiautomatica de la intensidad de la densidad éptica

y el area del tejido para cada grupo.

Cabe destacar que previo al analisis semiautomatico, se generaron vectores de
deconvolucion de colores especificos para cada tincién histolégica analizada.
Brevemente, con la utilizacién del plugin de deconvolucién de colores de Imagel,
se procedid a realizar la deconvolucién de colores en base a las regiones de
interés (Region Of Interest ROI). Para la tincién tricromica de Masson se
selecciond como color 1 el azul (colageno), color 2 el rojo (epitelio) y color 3 el
morado (nucleos celulares). Por otra parte, para la tincién con azul de alcian
tanto como para pH 1,0y 2,5, se seleccioné como color 1 el cian (GAG sulfatados
como no sulfatados), color 2 el cian palido (epitelio) y color 3 como blanco
(fondo). A continuacidn, se realizé la deconvoluciéon de colores, obteniéndose los
valores para cada color seleccionado. Finalmente, utilizando nuevamente el
plugin de deconvolucién de colores en base a valores de usuario. Se procedid a
ingresar los valores especificos para cada color, previamente obtenidos,
finalizando con la realizacion de la deconvolucion de colores. De esta manera, se
logrd obtener un vector de deconvolucidon de colores especifico para cada tincion

histoldgica
Con la obtencién de los vectores de deconvolucion de colores, se procedid a la
evaluacion semiautomatica de las imagenes histoldgicas, la cual se puede

describir en tres pasos:

1. Fase de preparacidn: se duplicé la imagen y a una copia se le realizd

la deconvolucién de colores en base a los vectores especifico de la
tincion y se selecciond la imagen correspondiente al color 1 (azul para

tricromica de Masson y cian para azul de alcian).

2. Seleccidn area de interés: con la imagen correspondiente al color 1, se

selecciond la ventana del plugin threshold (o umbral) para la seleccion
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de las intensidades de interés (Intensity Of Interest IOI) para cada
tincion. Se procedid a aplicar el threshold correspondiente, generando

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

Nota: el andlisis de todas las imagenes fue realizado con el mismo
valor de threshold establecido previamente para cada técnica:
tricromica de Masson (134), azul de alcian a pH 1,0 (237) y pH 2,5
(230).

3. Fase analisis: a la segunda copia de la imagen original se convirti6 a
escala de grises (8 bit). A continuacion, se procedioé a la generacién de
un stack con la imagen en escala de grises y con la binarizada,
permitiendo seleccionar el area del tejido a analizar con la imagen en
escala de grises y llevar esta seleccidon a la imagen binaria para la
medicion de la intensidad de la sefal especificamente en el tejido. El
resultado exportado es el area total del tejido e intensidad promedio
de la sefial. Las unidades de medicidon fueron pixeles al cuadrado para
el area e intensidad en 8 bits (0-255).

3. Comparar histolégica y fisiolégicamente la integracion de cultivos de
C.reinhardtii en la membrana amniodtica 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 sélido de Tris fosfato acetato (TAP) en placas de cultivo de 90 x 15 mm
(SPL Life Sciences) y se mantuvieron bajo exposicion continua a luz blanca (1500
lux). Para la realizacion de los experimentos se colectd una pequefa cantidad de
microalgas desde los cultivos sdlidos y se procedid a cultivarlas en medio TAP
liquido suplementado con 10 mg-mL™! de penicilina-estreptomicina (BI Biological
Industries) y 0,25 mg-mL?! de anfotericina B (BI Biological Industries), y se

mantuvieron bajo agitacion (Agitador orbital, SK-0180-PRO, DLAB) y exposicion
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constante a luz blanca (1500 lux). La concentracién de microalgas se determind
mediante el uso de una camara de neubauer (Hirschmann-HBG). Se destaca
que, para los dos tipos de cultivo, sdlido o liquido, la iluminacion se realizd
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 sdélido y liquidos

respectivamente (Figura 8).

Figura 9. Equipamiento y condiciones experimentales para realizacion de

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

de iluminacion y distancia representativa para cada método de co-cultivo.

3.2. Co-cultivo de C. reinhardtii en membrana amniodtica nativa y
descelularizada
Con el propdsito de responder a la interrogante de la posibilidad de la
incorporacion de C. reinhardtii en la MA, se realizaron dos propuestas de co-
cultivo: sdlido y liquido. Brevemente, para la realizacién del co-cultivo liquido, se
procedié a cultivar la nMA y dMA, respectivamente en una suspension de 20

millones de microalgas en medio TAP (36); incubandose durante 0, 7 y 14 dia a
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19°C con agitacion y exposicion continua a luz blanca (1500 lux) (Figura 9 A).

Figura 10. Métodos experimentales de co-cultivos de C. reinhardtii con
membrana amniédtica humana. (A) Co-cultivo liquido; (B) Co-cultivo sélido, flecha
indica capa de TAP-Agar que impide adhesion del tejido al material. Recuadro delimita

la ubicacion de la MA en cada método.

Por otro parte, para la realizacion del co-cultivo sélido, se procedié 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 adhesién del tejido al plastico. En paralelo, se
procedié a tomar el volumen necesario del cultivo liquido de C. reinhardtii para
lograr obtener una concentracion de 5 millones de microalgas-mL?! (36); se
centrifugd a 2000 rpm por 2 minutos y se descarté el maximo volumen de
sobrenadante posible evitando la disrupcion del pellet. A continuacién, se realizé
el cultivo del pellet de microalgas sobre la MA estirada, incubandose por 20
minutos, previo a la adicion 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 dias a 19°C sin agitacién y con exposicion continua a luz blanca (1500
lux) (Figura 9 B). Cabe sefialar que para ambos métodos de co-cultivo, se trabajé
con el mismo sistema de iluminacion descrito anteriormente para los cultivos de

C. reinhardtii (Figura 8). Todos los experimentos se realizaron con un n=3 de
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nMA y dMA de 1 cm? para cada dia de cultivo correspondiente (0,7 y 14 dias).

3.3. Seguimiento macroscopico de co-cultivo sélido de C. reinharditii en nMA
y dMA
Para determinar la capacidad de sobrevivencia de C. reinhardtii en las
condiciones otorgadas por la membrana amnidtica, ademas, de analizar si el
tejido descelularizado contiene alguna caracteristica que sea favorable para las
microalgas en comparacién con el tejido nativo, se realizé el seguimiento
macroscoépico de la integracion de C. reinhardtii en co-cultivos soélidos de nMA y
dMA mediante la captura de imagenes a los dias 0, 7 y 14 dias de incubacién
con el uso de un estéreo microscopio Motic SMZ-171 BLED. Todas las imagenes

fueron capturas con zoom optico de 1x.

3.4. Estudio Histologico
Las muestras de MA co-cultivadas con C. reinhardtii por los método liquido y
solido fueron incluidas en O.C.T (Tissue-Tek® O.C.T Compound, Sakura) y
congeladas a -20°C. Procediendo a realizar cortes de 12um de espesor mediante
la utilizacion de uno criostato. A continuacion, las muestras fueron fijadas en una
solucion de formalina al 10% en solucién salina. Posteriormente se realizo la
tincién con Hematoxilina a las muestras procesadas, para la visualizacién del
epitelio en contraste con las microalgas. Adicionalmente se realizé el montaje
directo de las muestras sin una tincién asociada, para la visualizacién de las
microalgas sin el dafio que le pueden provocar las técnicas inherentes de las
tinciones. Para ambos protocolos histoldgicos, las muestras fueron montadas con
medio hidrofilico (Aquatex®, Sigma-Aldrich). Todos los analisis y la captura de
imagenes fueron realizadas utilizando un microscdpico 6ptico Olympus CX43RF
acoplado con camara digital Euromex 4K Sony Ultra HD VC.3040. Todas las

imagenes fueron capturadas con zoom 0Optico en objetivo a 40X.

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

reinhardtii mediante las determinaciones de clorofila y oximetria.
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4.1.Cuantificacion de clorofila y determinacion 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 amniética,
se realizd la determinacidn del contenido de clorofila a los dias 0, 7 y 14 de los
co-cultivos en las dos condiciones de la membrana. A través de la extraccién con
DMSO (Sigma-Aldrich, Cod. D4540) se extrajo la clorofila total de todas las
muestras y a los dias correspondientes de co-cultivo, las cuales previamente
fueron congeladas a -20°C. Luego, se realizd la cuantificacidon de la clorofila a
todas las muestras por triplicado (n=3) mediante un Nanodrop a 435 nm
(NanoPhotometer NP80, IMPLEN). A continuacién, se procedié a evaluar el
potencial fotosintético de las membranas co-cultivadas con las microalgas a los
dias 0, 7 y 14. Mediante el uso de un oximetro (Oxygraph+, Hansatech
Instruments), en el cual, la membrana correspondiente al dia a evaluar fue
introducida dentro de la cdmara interior del instrumento con 1,5 ml de medio
TAP, se procedio a sellarla a través de un embolo, permitiendo la eliminacion de
todo el oxigeno atmosférico presente en la camara. Finalmente, se comenzo6 a
detectar las concentraciones de oxigeno disuelto en el medio durante 10 minutos
a temperatura ambiente, de los cuales 5 minutos fueron en oscuridad y 5 minutos
con la exposicion 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 dias correspondientes de co-
cultivo (0, 7 y 14 dias).

Analisis estadistico

Para la determinacion de la prueba estadistica a aplicar, se realizd el analisis de la
distribucion normal a través de la prueba de Shapiro-Wilk, igualdad de varianza,
homocedasticidad e independencia de los datos. Se establecié un grado de confianza del
95% vy un error alfa del 5% para la comparacion entre las distintas condiciones
experimentales. En base a la distribucién de los datos se realizd la comparacion de los
datos a través de las pruebas Kruskal-Wallis o de Modelos de Efectos Mistos con

correccion de Geisser-Greenhouse, seguido de la prueba para comparacion multiple de
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Dunn o Tukey, correspondientemente. Todos los analisis fueron realizados utilizando el
software GraphPad 9.3 y se consideraron valores de p < 0,05 como estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos es este estudio, los cuales se
encuentran asociado al registro de patente de invencién titulada "ANDAMIO BIOLOGICO
HUMANO FOTOSINTETICO PARA EL TRATAMIENTO Y REGENERACION DE HERIDAS"
N0.202202970 Solicitud de Patente No. 202202970/Pat Pending: 202202970.

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

componentes de la matriz extracelular de la membrana amniética humana.

1.1. Analisis histologico del proceso de descelularizacion

Como primera aproximacién para establecer cual de las técnicas de
descelularizacién utilizadas logré eliminar de forma efectiva todos los
componentes celulares desde la membrana amnidtica nativa, se procedio al
analisis histoldgico mediante la tincion de Hematoxilina & Eosina (H&E) a todas
las muestras de MA tratadas con los diferentes protocolos de descelularizacion.
Los resultados de la técnica de H&E permiti6 demostrar que todos los
tratamientos lograron la remocidn de células o fragmentos de ellas (Figura 10).
Sin embargo, se advirti6 que en los grupos B y D (Figura 10 B y D), la
descelularizacion no fue completa, observandose aun la presencia de nucleos
celulares tanto en el epitelio de la MA como en la porcién 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 observd una remocion
completa de todos los componentes celulares de la MA, siendo corroborado por
la ausencia de nucleos celulares tanto en el epitelio como en el tejido conjuntivo
de la membrana. Adicionalmente, en este grupo se observo la remocién de las
células desde el epitelio, sin una aparente disrupcion de la matriz extracelular
de la MA, evidenciandose por la mantencidn intacta de la capa epitelial del tejido,
lograndose observar los espacios vacios, previamente ocupados por las células
(Figura 10 Flechas).
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Figura 11. Evaluacién de la eficiencia de descelularizacion de los distintos métodos utilizados

mediante la tincion histolégica H&E y cuantificaciéon de la concentracion 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 concentracion de ADN. Flechas indican espacios ocupados previamente por las
células. Barra de escala representa 20um.**p < 0,01; n = 10.

1.2.Cuantificacion de ADN
Al realizar el andlisis de la cuantificacion de ADN de la MA nativa y de las
muestras tratadas, se evidencié que todos los protocolos realizados lograron
reducir el contenido de ADN en el tejido en comparacion con la MA nativa. En la
Figura 10 E, se evidencid que la concentracién de ADN del grupo control (nMA)
previo al tratamiento resulté ser de 21,88 + 14,61 ug-mg™. Posterior a los
correspondientes tratamientos de descelularizacion realizados, se observd que
en los grupos B (11,52 + 6,33 ug-mgt)y D (12,05 + 9,32 pg-mg’!), no existieron
diferencias significativas (p > 0.9999) en comparacién con la nMA. Sin embargo,
se observd una disminucidn significativa (P = 0,0014) de la concentracién 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 pg-mg?') en comparacién con el grupo control.

Disminucidn equivalente a la remocién del 87,79% de los componentes celulares
presentes en la MA nativa, en comparacion con los otros protocolos de
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descelularizacion, grupo B con un 47,38% y grupo D con un 44,93%.

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

membrana amniotica

1.3.1. Analisis histolégico

Al dia de hoy, existen pocos reportes que den cuenta de los efectos especificos
que tiene el proceso de descelularizacidon sobre los componentes de la MEC de la
MA. Para responder a la interrogante anterior, como primera aproximacion, se
procedié a realizar el analisis histoléogico mediante la tincidon tricromica de
Masson y azul de Alcian a pH 1,0 y 2,5 a todas las muestras de MA tratadas con
los diferentes protocolos de descelularizacion (Figura 11 A-L). Al analizar los
resultados obtenidos con la tincién tricrdmica de Masson, se logrd observar que
todos los tratamientos realizados afectaron significativamente (p < 0,05) la
integridad del colageno del tejido, demostrandose en una notoria disminucion en
la intensidad de la tincidon en las muestras tratadas, en comparaciéon con la
intensidad obtenida para la nMA (Figura 11 A,D,G,J Y M).

Especificamente, se advierte una mayor diferencia significativa en la disminucion
de la intensidad de la tincién en el grupo C (p = 0,0001) en comparacion con las
diferencias obtenidas para los otros grupos de descelularizacién, grupo B ( p =
0,0071) y D (p = 0,0314) (Figura 11 M). Sin embargo, no se evidenciaron

diferencias significativas entre los grupos de descelularizacién.

Por otro lado, al analizar los resultados obtenidos con la tincidn azul de Alcian,
se observd una disminucion significativa en la intensidad de la tincién a pH 1,0
en todos los grupos de descelularizacion en comparacién con el tejido nativo
(Figura 11 B, E, H y K).
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Figura 12. Analisis histolégico de la integridad de la matriz extracelular de la MA mediante la tincion
tricromica Masson y azul de alcian posterior a los distintos métodos de descelularizaciéon. (A-C) MA
nativa; (D-F) dMAB; (G-I) dMAC; (J-L) dMAD; (M-N) Gréfico de la densidad dptica de la tincion tricrémica de Masson
y azul de alcian. Barra de escala representa 20 um. Se indican sdlo las diferencias significativas *p< 0,05; **p=<
0,01; ***p<0,001,****p<0,0001. n = 12.

Particularmente, se evidenciéo una mayor disminucion significativa en los grupos
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By D (p < 0,0001) en contraste con el grupo C (p = 0,0256) y en relacion con
el tejido nativo. Por el contrario, solo se observo una disminucion significativa (p
< 0,0001) en la intensidad de la tincion a pH 2,5 con el tratamiento del grupo
D, en comparacion con la nMA (Figura 11 N). Adicionalmente al realizar un
analisis entre los grupos de descelularizacion realizados, con la tinciéon azul de
Alcian a pH 1,0, se advirtié una diferencia significativa en la intensidad de la
tincion entre el grupo C en comparacion con los grupos B (p = 0,021) y D (p =
0,0438). Finalmente, solo se evidencié diferencias significativas entre los grupos

de descelularizacion Cy D (p = 0,0221) con la tincién a pH 2,5 (Figura 11 N).

1.3.2. Cuantificaciéon de colageno y glicosaminoglicanos sulfatados

Con respecto a la integridad de los componentes de la MEC de la MA posterior al
proceso de descelularizacion, al analizar los resultados obtenidos para la
cuantificacion de la concentracion de colageno de la nMa y de las muestras de
dMA, se comprob6é que todos los protocolos utilizados disminuyeron Ia
concentracion de colageno en el tejido. Lo anterior se corrobora en la Figura 12
A, en donde se demuestra que la concentracion de colageno en la nMA previo al
tratamiento resultd ser de 3,290 + 0,719 pg-mgl Posterior a los
correspondientes protocolos de descelularizacion realizados, se obtuvo que el
grupo del experimento D (2,192 + 0,514 pg-mg™?) fue el que tuvo la menor
disminucién de la concentracién de coldageno, aun asi, no se evidencié una
diferencia significativa (p = 0,0657) en comparaciéon con el tejido nativo. Sin
embargo, se observé una disminucién significativa (p < 0,001) de la
concentracion de coldgeno en los grupos B (1,666 + 0.333 yg-mg?) y C (1,515
+ 0,333 pg-mg’!), en comparacion con la nMA. Diferencias equivalentes a la
disminucién de la concentracién de colageno 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 comparacion
con la nMA. Ademas, no se observaron diferencias significativas (p > 0,9999)

entre los grupos de descelularizacion.
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Figura 13. Cuantificacion de los componentes de la MEC de la MA posterior a los
distintos métodos de descelularizacion. (A) Gréfico concentracion de coldgeno; (B)
Grafico concentraciéon de glicosaminoglicanos sulfatados (sGAG). Se indican sdlo las

diferencias significativas **p< 0,01; ***p<0,001. n = 12.

Por otra parte, con los resultados obtenidos para la cuantificacion de los
glicosaminoglicanos sulfatados, se observd que todos los protocolos de
descelularizacion utilizados disminuyeron significativamente (p < 0,01) la
concentracion de sGAG en comparacion con la nMA (1,093 + 0,224 pg-mg™)
(Figura 12 B), sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos de descelularizacion. A pesar de lo anterior, se logr6é evidenciar una
menor disminucion en la concentracion sGAG en el grupo C (0,383 + 0,168
ug-mg™), en comparacion con el grupo B (0,354 + 0,126 ug-mg™!) y D (0,328 +
0,129 pug-mg?). Equivalente a una disminucién del 64,87% de la concentracién
de sGAG presente en el tejido posterior a la descelularizacion con el protocolo
del grupo C, en comparacién con los otros grupos de tratamiento, en donde se
observa una disminuciéon del 67,61% para el grupo B y una del 70,45% para el

grupo D.
2. Comparar la integracion de cultivo de C. reinhardtii en la membrana
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amniética nativa (nMA) y descelularizada (dMA).

2.1. Analisis del seguimiento macroscopico de co-cultivos sdlidos y liquidos
de C. reinhardtii en nMA y dMA

En base a los resultados anteriormente descritos, se determind que el protocolo
de descelularizacion del experimento C fue el mas apropiado para cumplir con el
objetivo principal de este proyecto. Logrando obtener una matriz descelularizada
de MA con la mantencion intacta de la capa epitelial y con la concomitante
mantencion de los componentes principales de la MEC. Lo que se espera que
permita, de esta manera, una mejor integracion de las microalgas a la MEC de
la MA es su estado descelularizado en comparacion con la condicidon nativa. Por
lo tanto, los experimentos subsiguientes fueron realizados con la membrana

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

Con los resultados obtenidos para el seguimiento macroscopico de los co-
cultivos, se logré observar en primera instancia la viabilidad de la microalga en
el tejido bioldgico, transcurrido los 14 dias de incubacion e independiente del
tipo de co-cultivo realizado (Figura 13). Especificamente, se evidencié en los co-
cultivos sélido un aumento progresivo del color verde en el sector donde se
realizé el cultivo del pellet de microalgas en el dia 0 (Figura 13 G Y H), en
comparacion con el dia 14 (Figura 13 K'Y L). Sin embargo, se logro advertir una
diferencia en la distribucion de las microalgas dependiendo de las condiciones de
la membrana. Observandose en la nMA las microalgas se integraban
mayoritariamente en el sector donde se realizd la inoculacién inicial,
evidenciandose por una pequefia cantidad de microalgas creciendo por fuera del
tejido (Figura 13 K).
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Figura 14. Viabilidad y capacidad proliferativa de C. reinhardtii en co-cultivos liquido
y solido con membrana amnidtica humana nativa y descelularizada. Seguimiento
macroscopico de co-cultivos liquidos (A-F) y sdlidos (G-L); Gréfico de densidad de clorofila a
los distintos tiempos de los co-cultivos. Se indican sélo las diferencias significativas *p<0,05;
**p <0,01; n = 3.

Caso contrario se logrdé advertir en el tejido descelularizado, en donde la

integracion de las microalgas fue hacia los extremos del tejido hasta proliferar
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fuera de la membrana (Figura 13 L). En relacidn con los co-cultivos liquidos, se
logré observar que las microalgas en suspension son capaces de adherirse a la
membrana, demostrandose por una disminucidn del color verde del medio TAP
con el concomitante aumento de este color en las membranas (Figura 13 EY
F). Sin embargo, no se logré observar diferencias en la integracion de las

microalgas entre las dos condiciones de la membrana.

2.2. Evaluacion de la capacidad proliferativa de C. reinhardtii en los co-
cultivos solidos y liquidos en nMA y dMA

En base a los resultados obtenidos de la determinacidn del contenido de clorofila
en el tejido, se demostrd la capacidad proliferativa de C. reinhardtii en las dos
condiciones de la membrana amnidtica y en los dos métodos de co-cultivo
realizados. Evidencidandose por un aumento progresivo del contenido de clorofila
a medida que transcurrieron los dias de cultivo. Sin embargo, los resultados
mostraron diferencias entre los métodos de co-cultivos, en donde se evidencio
una mayor capacidad proliferativa de las microalgas en los co-cultivos sélido en
comparacién con el liquido (Figura 13 M). Especificamente, se obtuvo diferencias
significativas en el contenido de clorofila entre los co-cultivo liquido de nMA (p
= 0,0028) y de dMA (p = 0,0025), respectivamente, en comparacién con el co-
cultivo sélido de nMA al dia 0 de cultivo. Adicionalmente, los resultados
mostraron una tendencia a un aumento del contenido de clorofila en los co-
cultivos solidos al dia 14, tanto para tejido nativo como el descelularizado, en

comparacién con el método liquido de co-cultivo.

Con respecto a la condicion de la membrana amniotica, no se observaron
diferencias significativas, aun asi, los resultados mostraron una tendencia a una
mayor capacidad proliferativa de las microalgas en la nMA en comparacion con
la dMA. Siendo corroborado por la obtencion de un 74,1% mas del contenido de
de clorofila para el dia 14 en los co-cultivos sélido con la nMA (31,5 + 2,13 yg-cm’
2), en comparacién con la dMA (15,1 + 10,7 yg-cm™) y con los co-cultivos liquido
de nMA (8,16 + 0,175 pg-cm™) y dMA (16,1 + 0,287 ug-cm™).
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2.3.Analisis histologico de co-cultivos sdlido y liquido de C. reinhardtii en
nMA y dMA
Con los resultados obtenidos para las técnicas histoldgicas realizadas, se
observaron diferencias en la distribucion de las microalgas en el tejido.
Principalmente se observd que en el co-cultivo sélido 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 caracteristico de
la microalga en el epitelio del amnios (Figura 14 A-C). Adicionalmente, con la
tincion de Hematoxilina, se logré apreciar que, no obstante, las microalgas se
encuentren en contacto con las dos caras de la membrana nativa, aun asi, no
consiguieron integrarse al tejido, siendo corroborado por la visualizacién de la
coloracién azul de la tincidn, correspondiente al epitelio y a la capa esponjosa
de la membrana, por debajo del color verde y no una combinacion de colores
(Figura 14 G-I). Por el contrario, al analizar los resultados histolégicos para el
co-cultivo solido de dMA, se logré evidenciar la integracién de las microalgas
al tejido. Observandose el color verde de las microalgas en el interior de la
region epitelial de la dMA (Figura 14 D-F). Demostrandose claramente en la
Figura 14 J-K, con la tincién de Hematoxilina, el ingreso de las microalgas a la
region epitelial del amnios, especificamente en los espacios anteriormente

pertenecientes a las células.

Por otra parte, al analizar los resultados obtenidos para los co-cultivos liquidos
de C. reinhardtii (Figura 15), se evidenciaron resultados similares a los
obtenidos anteriormente. En donde no se observd la integracidn de las
microalgas al tejido, corrobordndose por la ausencia del color verde en la
region 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 asi, luego del proceso de

descelularizacion (Figura 15 F y L).
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Figura 16. Anadlisis histolégico de co-cultivo sélidos de C.reinhardtii en membrana amnioética humana. (A-F)
Contraste de fase en campo claro de co-cultivo sélido en MA nativa (A-C) y MA descelularizada (D-F); (G-L) tinciéon de
hematoxilina de co-cultivo sélido en MA nativa (G-I) y MA descelularizada (J-L). Barra de escala representa 20 um; n =3.
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Figura 15. Andlisis histolégico de co-cultivo liquidos de C.reinhardtii en membrana amniética humana. (A-F)
Contraste de fase en campo claro de co-cultivo liquido en MA nativa (A-C) y MA descelularizada (D-F); (G-L) tincién de
hematoxilina de co-cultivo liquido en MA nativa (G-I1) y MA descelularizada (J-L). Barra de escala representa 20 um; n =3.
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Finalmente, se evidencidé una gran diferencia entre los dos métodos de cultivo,
especificamente en la cantidad de microalgas que se encuentran sobre o en
contacto con la membrana. Se observé que con el método de co-cultivo liquido,
una baja cantidad de microalgas se acumulan en las superficies de la nMA y dMA,
caso contrario se evidencia con el método sdélido, observandose 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. Evaluacion del potencial fotosintético de los co-cultivos soélidos y
liquidos 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 procedié a la determinacion de la
concentracion de oxigeno en los co-cultivos, durante ciclos de oscuridad y luz,
a los distintos tiempos de incubacién. Evidenciandose, en el dia 0, una nula
variacidon en la concentracién de oxigeno en los dos métodos de co-cultivos al
momento de ser expuesto a la fuente luminica (Figura 16 C y D), sin diferencias
significativas entre la nMA y dMA. Aun asi, se advirtio una minima produccién
de oxigeno en los co-cultivos sélidos, demostrandose por un leve aumento en
la tasa metabdlica de produccion de oxigeno en los co-cultivos sélidos de nMA
(0,486 + 2,00 nmol-cm?-mint ) y dMA (1,61 + 4,89 nmol-cm™2-min?), al
momento del estimulo luminico. No obstante, este aumento no logré ser
significativo en comparacion con la tasa de consumo de oxigeno, nMA (-1,84 +
0,615 nmol-cm™:min!) y dMA (1,94 + 3,11 nmol-cm™2-min'), por parte de las
microalgas en los ciclos de oscuridad (Figura 16 E). En cambio, en relacion con
el método liquido, Unicamente se observd un leve aumento en la tasa de
produccion de oxigeno en los co-cultivos con dMA (0,0776 + 0,741 nmol-cm”
2.min!) en comparacion con la nMA (-0,649 + 2,31 nmol-cm™2-min’). Aun asi,
este aumento no fue significativo en comparacién con la tasa de consumo de
oxigeno en los ciclos de oscuridad, dMA (-0,506 + 0,397 nmol-cm™-min’!) y nMA
(-0,232 + 0,608 nmol-cm™2-min™!) (Figura 16 F)
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Por otra parte, en los co-cultivos sdlidos de nMA y dMA en el dia 14 de
incubacion, mostraron una variacion en la concentracion de oxigeno al momento
de ser expuesto al estimulo luminico. Evidencidandose por un cambio en la
pendiente de la curva de concentracién de oxigeno versus tiempo al momento
de aplicar luz (Figura 16 C). Corroborandose por un aumento de la tasa de
produccién de oxigeno en los co-cultivos de nMA (6,51 + 7.96 nmol-cm™-min™!)
y dMA (3,07 + 2,86 nmol-cm™2-min!) durante los ciclos de luz, en comparacion
con el dia 0 de cultivo. Adicionalmente, los resultados mostraron un aumento
del 52,85% de la tasa de produccion de oxigeno en los co-cultivos con la nMA
en comparacion con la dMA. No obstante, este aumento no logré ser significativo,
en relaciéon con la tasa de consumo de oxigeno obtenido por parte de las
microalgas durante los ciclos de oscuridad, nMA (-7,20 + 3,85 nmol-cm™2-min™')
y dMA (-6,14 + 3,36 nmol-cm™2-min!) (Figura 16 E).

Con respecto a los co-cultivos liquidos, se evidencié un comportamiento similar
a lo observado el dia 0 de incubacion. En donde, al momento de la exposicion
al estimulo luminico, no se observo una variacidon evidente de la pendiente de
la curva (Figura 16 D). Corroborandose por una minima variacion de la tasa de
produccion de oxigeno por este método de cultivo, nMA (-0,113 + 2,19 nmol-cm"”
2.min!) y dMA (-0,113 + 0,394 nmol-cm™?-min™), en comparacién con el dia 0
de cultivo. Ademas, no se observaron diferencias significativas en la capacidad

de produccién de oxigeno entre la nMA y dMA.
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DISCUSION

El uso de matrices membranas descelularizada, ha surgido como unas de las estrategias
prometedoras en los Ultimos afios para el tratamiento de heridas. Aprovechando de esta

manera, la estructura Unica 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), permitié obtener una matriz descelularizada de MA
con al menos un 87,79% de remocién celular y con una capa epitelial intacta con una
concomitante mantencién de las fibras de coldgeno y de los sGAG, correspondiente a los
principales elementos estructurales y de andamiaje de la MEC de la MA (11,55). Aunque
se logrd una significativa remocién de los componentes celulares desde la membrana
nativa, aun asi, no se logré cumplir con el valor estandar descritos en la literatura, en
donde, se ha sugerido como estandar para la descelularizaciéon de un tejido debe
presentar una cantidad de dsADN menor a 50ng por mg de tejido seco, ademas, de la
no visualizacion de material nuclear con la tincion H&E o DAPI (31). Ademas, se destaca
gue existiod una evidente diminucion en la integridad de los componentes de la MEC luego
del proceso de descelularizacion. Por ejemplo, mediante la tincidon con azul alcian, se
advierte una disminucidn significativa en la intensidad de la tincidén a pH 1,0 en el tejido
descelularizado en comparacion con el tejido nativo, disminucion que no se logra
observar a pH 2,5. Indicdndonos, que el proceso de descelularizacién 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 regeneracién
tisular. Especificamente, 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 afio 2021, comprobaron que a una mayor cantidad de sGAG
presente en un hidrogel de matriz extracelular descelularizada derivada de placenta

humana, fue mas eficaz en la promocion del proceso de cicatrizacion en comparacion
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con los hidrogeles con una o nula presencia de sGAG(64). Demostrando la importancia

gue cumplen los componentes de la MEC durante el proceso de cicatrizacion tisular.

La remocion significativa de los componentes celulares, ademas, de la pérdida en la
integridad de los componentes de la MEC, se puede deber a las caracteristicas quimicas
de las soluciones utilizadas, principalmente, el tratamiento con EDTA, el cual al ser un
quelante logra la disrupcion de las células a las fibras de colageno y fibronectinas
presentes en el tejido, mediante el secuestro de iones tales como Ca*™® y Mg*.
Continuando con la descomposicidon nuclear e hidrolisis citoplasmaticas de las células,
por el tratamiento con una base, en esta instancia, una solucidon de NaOH. Finalizando
con el tratamiento con una solucién hiperténica de NH4Cl, permitiendo la remocion del

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

La integracion de organismos fotosintéticos en matrices sintéticas ha surgido como una
novedosa estrategia para lograr la administracion local y controlada de oxigeno en el
lecho de una herida (55,56). Sin embargo, el uso de matrices sintéticas conlleva grandes
limitaciones, tales como el alto costo de produccién y de mantencién, posibles rechazos
inmunoldgicos y pobres resultados en la recuperacion 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 amnidtica humana, en su estado nativo como

descelularizado.

Nuestros resultados demuestran por primera vez la viabilidad de la microalga en la
membrana amnidtica humana, durante los 14 dias de incubaciéon. Demostrandose por
un aumento progresivo del contenido de clorofila a medida que transcurrié el tiempo de

cultivo.

No obstante, a lo anterior, se evidencia una diferencia en la distribucion, en la eficiencia
de la integracién y en la capacidad proliferativa de las microalgas, en relacién con la
condicion de la membrana. Principalmente, en los co-cultivos sélido con la nMA, las
microalgas se integraron en la capa esponjosa de la membrana, evidenciando una
integracién homogénea y amplia para el dia 14. Caso contrario se aprecia en los co-
cultivos sélidos con la dMA, en donde se observa una integracion heterogénea y limitada
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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
fisicoquimicas 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 parasitos que logran adherirse a las células a través de la interaccién con
glicolipidos, glicoproteinas y GAGs presentes en la superficie celular (65).
Adicionalmente, se han descrito una variedad de proteinas de membrana microbianas
con la capacidad de interactuar con glicoconjugados altamente cargados negativamente,
tales como heparan sulfato (65). Siendo este identificado como el receptor putativo para
la adhesion celular de la bacteria Helicobacter pylori (66). Por lo tanto, la baja integracion
de la C. reinhardtii a la membrana descelularizada, se puede deber a la perdida
significativa de GAGs sulfatados luego del proceso de descelularizacion de la membrana,

disminuyendo en si su capacidad de adhesion a esta.

Por otra parte, los GAGs no sulfatados son componentes claves en arquitectura y
remodelacion tisular, siendo el acido hialurénico (AH) su gran representante, el cual se
destaca por ser una molécula de gran peso molecular y altamente hidrofilico (67) tiendo
una alta capacidad de retencién de agua, permitiendo la mantencion de la humedad del
tejido y la creacién de espacios para la migracidon celular durante el proceso de
cicatrizacién y la morfogénesis embrionaria (68). Adicionalmente, se ha reportado la
interacciéon de AH con proteoglicanos presenten en la MEC, tales como, agrecan,
nuerocan y versican, generando la formacién de una red de conexiones que actia como
uno andamio estructural para el tejido (67). Por lo tanto, aunque no se haya observado
uno disminucion significativa de los GAGs no sulfatados, si existié, en cierta proporcion,
una perdida durante el proceso de descelularizacién en comparacion con el tejido nativo.
Provocando la pérdida del andamio estructural de la MA, lo que generaria que las

microalgas integradas no logren quedar atrapas dentro del tejido descelularizado.

Al enfrentar a los co-cultivos a un estimulo luminico, nuestros resultados demuestran
una mayor tasa de produccion de oxigeno en los co-cultivos soélido con la MA nativa, en
comparaciéon con la dMA y el método liquido. 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 metabdlica mas estable de las microalgas, al ser inmovilizadas
al interior de estos andamios, en comparacion con los cultivos en suspension (56).
Adicionalmente, en un estudio realizado por Maharjan y colaboradores, en el afio 2021,
demostraron que la encapsulacién de C. reinhardtii en una biotinta temporal a base de
celulosa, para la fabricacién de constructos 3D de tejido vascularizado, mejoraba

significativamente su capacidad fotosintética (69).

Por consiguiente y tomando en consideracién todo lo descrito anteriormente, se propone
que la microalga C. reinhardetii se integran eficientemente a la membrana amniética en
su estado nativo, debido a que logran adherirse al tejido mediante la interaccién con los
sGAG presentes en la MEC. Ademas, de quedar retenidas en el andamio generado por la
interaccion de los proteoglicanos con el AH, el cual, por su propiedad de retencién de
humedad, generard un ambiente favorable para el crecimiento y proliferaciéon de las
microalgas. Esta adherencia y retencion de las microalgas en la MEC se propone como
fundamental para la estabilidad metabdlica de esta, lo que se refleja en una mejor

capacidad fotosintética frente a un estimulo luminico.

Una observacion interesante, fue que a medida que aumento el contenido de microalgas
en la membrana, en especial en los co-cultivos sdélidos, este aumento no fue
directamente proporcional a una mayor tasa de produccion de oxigeno. Discordancia que
se podria explicar por una menor capacidad de penetracion 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 inoculacién del pellet de microalgas en la MA podria dar
solucion a esta problematica, buscando una estrategia que permita una incorporacién

homogénea, transversal e idealmente de monocapa.

Finalmente, este trabajo proporciona las primeras evidencias de la factibilidad de la
incorporacién de organismos fotosintéticos a tejidos bilégicos humanos. Desarrolldandose
por primera vez un aloinjerto simbidtico temporal de membrana amnidtica humana con
microalga C. reinhardtii. Permitiendo la conjugaciéon de las propiedades fotosintética y
regenerativa en un solo implante. Adicionalmente, este estudio proporciona un método

de co-cultivo solido de membrana amnidtica humana en su estado nativo con microalgas
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C.reinhardtti, el cual es sencillo, facil y econdmico de implementar, en comparacién con
otras tecnologias de la TE de la piel. Proyectandose a futuro la evaluacién de las
propiedades regenerativas y de biocompatibilidad de este aloinjerto en el tratamiento

de heridas de piel en un modelo murino.
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CONCLUSIONES

1.

Se demostré que mediante el tratamiento con soluciones de 0.2% p/v EDTA,
NaOH 0.5M y 5% NH4Cl, se logré6 obtener una matriz descelularizada de
membrana amnidtica humana, con al menos un 87,79% de remocién celular y
con una capa epitelial intacta con la concomitante mantencion del 34.98% de
colageno y de un 35.13% de sGAG.

Se demostré por primera vez la viabilidad y capacidad proliferativa de la
microalga C. reinhardtii al ser integrada en la membrana amniética humana

durante 14 dias de co-cultivo.
Se comprobd que el método de co-cultivo sdlido de C. reinhardtii con membrana

amnidética humana es su condicién nativa, es el mas adecuado para el desarrollo

de un aloinjerto humano simbidtico temporal con capacidad fotosintética.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado para donacién de membrana amnidtica.

*

Universidad

deValparaiso
CHILE

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MADRES

Solicitud de donacién de membrana amniética (MA) para futuros estudios del uso terapetitico
dela MA

El propésito del presente documento es solicitar su colaboracién en el estudio titulado “AMNIOGREEN:
Apdsito Simbidtico Fotosintético para el Tratamiento de Heridas Crénicas”, cuyo investigador principal
es la Dr. Sebastian San Martin H y es patrocinado por el Director de Investigacién de la Universidad de
Valparaiso. Su colaboracion consiste en la donacion de la membrana amnidtica (MA), la cual es
generalmente desechada después del parto junto con el codén umbilical que va adherida a la placenta.

Para que usted pueda tomar una decisién informada le explicaremos a continuacién, el fin del porque
utlizarémos la MA y los beneficios que nos otorgaré su donacién.

A pesar de los grandes avances en los tratamientos actuales, las heridas cutaneas extensas, profundas y
crénicas son desvastadoras para los pacientes. Particularmente en los casos de las heridas crénicas
diabéticas, terminando incluso en la necesidad de realizar la amputacién de la extremidad afectada.
Desde pincipio del siglo XX se ha utlizado la MA con éxito en el tratamiento de heridas, otorgando una
variedad de beneficios, tales como, regenerativas y antiinflamatorias. Sin embargo, el suministro
apropiado de oxigeno en la zona afectada continua siendo uno de los grandes problemas en el disefio de
sustitutos dérmicos, molécula clave durante el proceso de cicatrizacion.

Por lo tanto, este estudio tiene como principal objetivo la generacién de un apdsito temporal de
membrana amniética humana descelularizada integrada por la microalga fotosintética Chlamydomona
reinhardtii, permitiendo conjugar la capacidad de producccion de oxigeno al ser estimulado por una
fuente luminica con las regenerativas de la MA en un solo implate. Aportando mayores beneficios desde
el punto de vista de eficacia del tratamiento y por otro al utlizar la MA derivada de la donacion de
placentas, una disminucidn en los costo para la generacién de este nuevo aposito.

¢Qué debo hacer para acceder a la donacién?

Si usted accede a donar, debe firmar este documento, y comunicérselo a su médico o profesional de la
salud tratante. La membrana amniotica, sera recolectados por el médico o profesional de la salud tratante
para después ser enviados al Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Valparaiso.
También se obtendran de su ficha los antecedentes de exdmenes de sangre para descartar enfermedades
contagiosas (sifilis, hepatitis, HIV y CMV). Una vez en el Centro, las muestras serdn procesadas, estudiadas
y posteriormente se congelaran.
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£Qué se hara con el tejido donado?

Los tejidos por usted donado (membrana amnidtica) seran procesados como se ha indicado
anteriormente y congelados en las dependencias del Centro para su posterior estudio sobre futuras
aplicaciones terapeuticas de la MA.

Riesgos

La obtencién de la membrana amnidética, no implica un mayor riesgo en su parto ni para usted ni para el
bebé.

Su donacién es voluntaria. Si usted no quiere donar, no se vera afectada en modo alguno en la presente
o futura atencién médica, ni en los cuidados de salud que usted requiera.

Usted tiene derecho a recibir una copia firmada de esta “HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO” y
puede tener la completa seguridad, que en ningin momento se utilizaran ni comunicaran sus datos
personales. Su nombre no aparecerd en ningun informe del Centro, ni sera revelado a otra persona. Usted
puede hacer todas las preguntas que estime convenientes acerca de la donacién de membrana amnidtica.

Ante cualquier consulta que desee realizar, contactese con el médico tratante, o con el investigador y
académico de la Universidad de Valparaiso, Dr. Sebastian San Martin H.

De acuerdo a lo declarado por mi en este documento, firmo aceptando mi participacion en esta
investigacion.

Nombre, apellidos y firma

Rut:

Nombre y apellido investigadores, firma, fono y mail de contacto.

Valparaiso, ..

63



Anexo 2. Codigos utilizados en ImageJ para el analisis de imagenes histolégicas

Tricromica de Masson

*,

N N
3 run(“Colour Deconvolution”, “vectors=[User values] hide [rl]=14.265393 [g1]=5.897576 [b1])=2,3179543 [r2]=5.2802377 [g2]=5.4575744 [b2]=6.1859345 [r3]=3.3735046 (93]=3.806608 [b3]=2,3864486");
Window("“X-1-(Colour_3

setAutoThreshold(“Default");
& //run("Threshold..
5 //setThreshold(®, 237);

Option("BlackBackground”, tru
onvert to Mask");

close();
16 run("Images to Stack”, "use'

Azul de alcian pH1

rename(“X")

2 run(“Duplicate...”

] run(*Colour Deconvolution”, “vectors=[User values] hide [r1]=14.265393 (g1]=5.897576 [b1]=2.3179543 [r2]=5.2802377 (g2]=5.4575744 (b2]=6.1859345 (r3)=3.3735046 (g3)=3.806698 [b3]=2.3864486");
4 selectWindow("X-1-(Colour_3)");

5 close();

6 closell;

7 setAutoThreshold("Default");

8 //run{"Threshold..."):

9 //setThreshold(®, 237);

W setOption(“"BlackBackground”, true);

Azul de alcian pH2.5

rename(“X");
"Duplicate. .. )3
"Colour Deconvolution®, “vectors=(User values] hide [r1]=111.22997 (g1]=13.267108 (b1]=4.7068977 (r2]=10.699571 [g2)=7.4755926 (b2]=10.722864 [r3)=8.591532 (g3]=7.2386084 [b3)=5.8065577");
tWindow("X-1-(Colour_2)"
5 selectWindow("X-1-(Colour_3)"

close();

] setAutoThreshold("Default”);

9 //run("Threshold...");

10 //setThreshold(@, 230);
seto;

setOption("BlackBackground”, true);
12 run("Convert to Mask");

13 selectWindow(*X-1");

14 closel);

15 selectiindow("X");

8-bit");

1 run(“Images to Stack”, "use");
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