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RESUMEN EJECUTIVO.

La cicatrizaciéon de heridas es un proceso esencial y coordinado para preservar la funcién
protectora de la piel. Aunque las heridas agudas suelen sanar dentro de un periodo de cuatro
a seis semanas, problemas médicos subyacentes pueden dificultar este proceso y llevar a
heridas crdnicas. La alta incidencia de trastornos cutaneos a nivel global y en Panama destaca
la necesidad de mejorar las estrategias de tratamiento de heridas. A pesar de los avances en
apositos y técnicas quirurgicas, persisten desafios en encontrar terapias efectivas para la
cicatrizacion.

Los apdsitos tradicionales, como gasas y vendajes, son los mas usados por su bajo costo y facil
fabricacion, pero presentan limitaciones, como la dificultad para mantener la herida humeda y
la tendencia a adherirse al tejido. En contraste, los apdsitos modernos (p. ej., hidrogeles,
alginatos, hidrocoloides) crean un ambiente humedo favorable para la cicatrizacion, con mejor
biocompatibilidad, degradabilidad y retencion de humedad, lo que alivia el dolor y mejora el
ambiente de la herida, crucial para mejorar los resultados y reducir las heridas crénicas.

En este estudio se generaron biotecnologias innovadoras para aplicaciones de lesiones
cutaneas croénicas, las cuales vienen dadas por:

(i) andamio de hidrocoloide con propiedades fitoterapéuticas activas, que aprovecha los
beneficios curativos de compuestos naturales (p. ej., Centella asiatica, miel). Este andamio
mostrd buenas propiedades organolépticas, con una apariencia ligeramente traslucida y lisa
con tonalidades amarillentas. Ademas, su estructura relativamente delgada mostré una
capacidad superabsorbente significativa en ensayos in vitro, confirmando su efectividad en Ia
absorcion de fluidos.

(ii) andamio hibrido ecosostenible hibrido que incorpora andamios vegetales descelularizados
gue conserva la arquitectura natural de la hoja para actuar una matriz bioactiva. Este andamio
se combina con un andamio de hidrogel de alginato gelificado sobre el andamio vegetal,
actuando como un sistema encapsulante para un sistema oxigénico (p. ej., microalgas
fotosintéticas). Este andamio hibrido tiene la capacidad de producir oxigeno gracias a su
componente fotosintético.



ABSTRACT

Wound healing is an essential and coordinated process to preserve the protective function of
the skin. While acute wounds typically heal within four to six weeks, underlying medical issues
can complicate this process and lead to chronic wounds. The high incidence of skin disorders
globally and in Panama underscores the need to improve wound treatment strategies. Despite
advancements in dressings and surgical techniques, challenges remain in finding effective
therapies for wound healing.

Traditional dressings, such as gauze and bandages, are commonly used due to their low cost
and ease of production, but they have limitations, such as difficulty maintaining a moist wound
environment and a tendency to adhere to tissue. In contrast, modern dressings (e.g., hydrogels,
alginates, hydrocolloids) create a favorable moist environment for healing, with improved
biocompatibility, degradability, and moisture retention, which alleviates pain and enhances the
wound environment, crucial for improving outcomes and reducing chronic wounds.

This study developed innovative biotechnologies for applications in chronic skin lesions,
including:

(i) hydrocolloid scaffold with active phytotherapeutic properties, harnessing the healing
benefits of natural compounds (e.g., Centella asiatica, honey). This scaffold exhibited good
organoleptic properties, with a slightly translucent and smooth appearance with yellowish
tones. Additionally, its relatively thin structure demonstrated significant superabsorbent
capacity in in vitro tests, confirming its effectiveness in fluid absorption.

(i) eco-sustainable hybrid scaffold incorporating decellularized plant scaffolds that retain the
natural leaf architecture to act as a bioactive matrix. This scaffold is combined with an alginate
hydrogel scaffold gelled over the plant scaffold, acting as an encapsulating system for an
oxygen-generating system (e.g., photosynthetic microalgae). This hybrid scaffold has the
capability to produce oxygen due to its photosynthetic component.

X
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1.1. INTRODUCCION

La piel es el drgano mas extenso en el cuerpo humano, se compone de tres capas distintas: la
epidermis, la dermis y la hipodermis (Lopez-Ojeda et al., 2017). Estas capas son
inherentemente auto-renovables y desempefian una serie de funciones esenciales, como
barrera protectora contra microbios y radiacidn ultravioleta, la regulacion de la temperatura
corporal y la contribucién al sistema inmunolégico y sensorial (Singer & Clark, 1999). La
integridad de la piel puede alterarse por dafios, inflamacion o irritacion, dando lugar a diversas
afecciones cutdneas, desde Ulceras y quemaduras hasta manifestaciones de enfermedades
sistémicas como la diabetes mellitus (Lin et al., 2020).

El proceso de cicatrizacion de heridas es complejo y dinamico, en términos generales, el
proceso normal de cicatrizacion consta de cuatro fases: homeostasis, inflamacidn, proliferacién
y remodelacion celular (Gosain & DiPietro, 2004). Las heridas cutaneas son alteraciones de la
continuidad anatomica y celular del tejido. Estas heridas pueden ser accidentales o
intencionales, como mediante una incisidn quirargica (Pollock & Schumacher, 2012). Pueden
clasificarse de diversas maneras: como agudas (p. ej., laceraciones, quemaduras, cortes) o
cronicas (p. ej., ulceras, heridas infecciosas, heridas isquémicas), segun la causa (p. €j., presién
mecdnica, traumatismo, déficit metabdlico), la profundidad de la afectacion del tejido u otras
caracteristicas como el cierre (intencién primaria o secundaria) (Ather et al., 2019).

Una herida aguda se adquiere como resultado de una incisidn o traumatismo y sana de manera
oportuna y ordenada (Ather et al., 2019); por el contrario, las heridas crénicas no siguen el
curso normal de cicatrizacidon, sino que quedan detenidas en una etapa inflamatoria
autoperpetuante y permanecen intratables a pesar de un manejo adecuado (Kekonen & Viik,
2021). Numerosos factores pueden retrasar la cicatrizacion de heridas, como enfermedades
crénicas, insuficiencia vascular, diabetes, desnutricion, envejecimiento o factores locales como
presion, infeccién y edema (Zhao et al., 2016). Algunos ejemplos de heridas crénicas son las
Ulceras venosas de las piernas, las Ulceras por presidon y las Ulceras del pie diabético. Estas
representan una carga significativa para pacientes y sistemas de atencion médica, afectando la
calidad de vida de millones de personas en el mundo (Sen, 2021).

El tratamiento de las lesiones puede abarcar el uso de medicamentos, tanto locales como
sistémicos (Vittalrao et al., 2020) y tienen por objetivo de acelerar la recuperacion y la
reduccion del riesgo de complicaciones no deseados (MacKay & Miller, 2003). Sin embargo, a
pesar de los avances en apdsitos y tratamientos convencionales, actualmente persiste la
necesidad de opciones mas efectivas y sostenibles (Frykberg & Banks, 2015). Por ello, el uso de
principios terapéuticos activos basados en la generacion de andamios bioactivos para
aplicaciones biomédicas se considera una alternativa novedosa, ecoldgica y sustentable en
medicina regenerativa (Indurkar et al., 2021).

Los apdsitos tradicionales, también conocidos como apésitos inertes (p. €j., gasas, almohadillas
de algoddn y vendajes), son los mas utilizados en la practica clinica debido a su bajo costo y
sencillo proceso de fabricacién (Broughton et al., 2006). No obstante, presentan varias
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limitaciones que restringen su aplicacién, como la dificultad para mantener la herida humeda
y la tendencia a adherirse al tejido de granulacidon (Moore & Webster, 2018).

En contraste, los apdsitos modernos pueden ser mas adecuados gracias a sus propiedades que
crean un ambiente humedo propicio para la cicatrizaciéon de las heridas (Heyer et al., 2013;
Moura et al., 2013). En comparacidn con los apdsitos tradicionales, los modernos destacan por
su mejor biocompatibilidad, degradabilidad y capacidad de retencion de humedad. Estas
ventajas no solo alivian el dolor, sino que también mejoran el ambiente hipdxico o anaerdbico
de la herida (Hopper et al., 2012; Thu et al., 2012; Okuma et al., 2015).

En biomedicina, destacan los compuestos de origen natural para la generacion de diversos
parches, como hidrogeles, hidrocoloides y alginatos. Estos apdsitos mantienen la temperatura
y la humedad ideales para que la herida estimule la cicatrizacidn y la protejan de bacterias
externas y prevengan infecciones cruzadas (Heyer et al., 2013). Ademas, estos apdsitos tienen
la propiedad de no ser adhesivos para los tejidos, lo que causa menos dolor durante los
cambios de apdsito de los pacientes, superando la limitacién de los apdsitos tradicionales
(Aswathy et al., 2020).

Los diversos parches biotecnoldgicos, estan asociados, generalmente, a numerosas recursos
naturales, de forma tradicional, en el tratamiento de heridas, destacando su considerable
potencial para influir positivamente en el proceso de cicatrizacion (Santos-Buelga et al., 2014).
Dentro de los principios vegetales se incluyen extractos de plantas, como los de Centella
asiatica, Calendula officinalis y Mangifera indica, asi como otros compuestos naturales, como
la miel, que han demostrado inducir la cicatrizacién y regeneracidon de tejidos mediante
mecanismos diversos, a menudo mostrando un efecto sinérgico que aumenta la recuperacion
tisular (Maver et al., 2015). Estos productos derivados de recursos naturales son accesibles y
generalmente presentan minimos efectos secundarios no deseados (Ekor, 2014), lo que ha
impulsado una investigacion exhaustiva en el campo de la curacion y tratamiento de heridas,
con un enfoque particular en productos medicinales de origen vegetal (Nagori & Solanki, 2011).

En este proyecto fueron desarrollados andamios biotecnoldgicos innovadores para el
tratamiento de heridas cutaneas, que vienen dados por:

(i) andamio de hidrocoloide con propiedades fitoterapéuticos activos, aprovechando los
beneficios curativos de compuestos naturales (p. ej., Centella asiatica, miel).

(ii) andamio hibrido ecosostenible basado en andamios vegetales descelularizados + hidrogel
oxigénico (p. ej., microalgas fotosintéticas).

Estos andamios de enfoque innovador no solo buscan mejorar la efectividad de los
tratamientos actuales, sino también aprovechar el potencial de los recursos naturales para
acelerar y optimizar el proceso de cicatrizacion de manera segura y efectiva. Asi es como, por
un lado, la integracién de andamios de hidrocoloide con propiedades fitoterapéuticas activas
proporcionara un ambiente propicio para la regeneracidon del tejido, minimizando las
complicaciones asociadas con las heridas cronicas complejas (p. ej., ulceras de presion)
asociadas a un elevado exudado dermatoldgico; mientras, que por otro lado, los andamios
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vegetales descelularizados ofrecen una matriz extracelular adecuada, y su combinacion con
andamios de alginato oxigénico, enriquecidos con microalgas, permitira un suministro continuo
de oxigeno, un factor critico para la curacién de heridas (p. ej., quemaduras). Este enfoque

multidimensional, basado en biotecnologia, proporcionara un tratamiento avanzado y efectivo
para las heridas cutdneas.



1.2. PROBLEMATICA

1.2.1. IMPACTO GLOBAL DE LOS TRASTORNOS CUTANEOS, A NIVEL SOCIOSANITARIO.

Los trastornos cutdneos constituyen una de las causas mas frecuentes de enfermedad en la
poblacién mundial, afectando a aproximadamente un tercio de la poblacion. A pesar de ser
visibles, su impacto se subestima con frecuencia (Hay et al., 2014; Karimkhani et al., 2017).
Estos trastornos tienen una alta incidencia global y representan una carga importante para la
salud publica, tanto en paises desarrollados como en desarrollo (Karimkhani et al., 2017).
Afectan a personas de todas las edades, siendo los niflos uno de los grupos mas vulnerables
debido la delicadeza de su piel (Vora et al., 2012).

Actualmente, aproximadamente el 35% de las heridas son clasificadas como crénicas, con una
prevalencia del 2% en la poblacion general (Sen et al.,, 2009). A medida que el nimero de
personas con diabetes ha aumentado de 108 millones (4.7%) en 1980 a 422 millones (8.5%) en
2014 (WHO, 2016), la incidencia de heridas crénicas también ha crecido, imponiendo una gran
carga econdmica al sistema de salud. En Estados Unidos, aproximadamente 6.5 millones de
personas fueron afectadas por heridas que no cicatrizan en 2009, con un costo total de
tratamiento que alcanzo los 25 mil millones de USD por afio (Han & Ceilley, 2017).

En términos de la incidencia global de heridas, se estima que las heridas quirdrgicas
representan la mayor parte con 102.8 millones de casos. Las laceraciones y traumatismos
siguen con 21.4 millones de casos, mientras que las quemaduras afectan a 9.8 millones de
personas. Las Ulceras de presidn, venosa y diabética afectan a 7.4 millones, 11 millonesy 11.3
millones de personas, respectivamente. Otros tipos de heridas suman aproximadamente 1
millén de casos. Esta distribucion resalta la diversidad y magnitud de las heridas en la poblacién
mundial, subrayando la necesidad de un manejo adecuado y eficiente para reducir su impacto
en la salud publica (Ashtikar & Wacker, 2018) (Figura 1).

Ulcera Diabética, —. Otros, 1m

Ulcera 11.3m )
Venosa, 11m __
Ulcera de —
Presién,7.4m
V4 Quirdrgico,
Quemaduras, 102.8m
9.8m

Laceraciones / _~
Traumatismos,
21.4m

Figura 1. Incidencia global de heridas (Ashtikar & Wacker, 2018).

En términos de carga de enfermedad, las afecciones de la piel y subcutdneas fueron
responsables de 41.6 millones de Afios de Vida Ajustados por Discapacidad (AVAD) y 39.0
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millones de Afios Perdidos debido a la Discapacidad (APD) en 2013. Esto las posiciona como la
182 causa principal de AVAD a nivel global, y son la cuarta causa principal de discapacidad en
todo el mundo, excluyendo la mortalidad. Ademas, entre 1990 y 2017, hubo un aumento del
46.8% en estas enfermedades (Karimkhani et al., 2017).

Las heridas crénicas, como las Ulceras en las piernas, representan una preocupacion
importante, con una prevalencia global de 1.67 por cada 1000 habitantes (Jarbrink et al., 2016).
En Reino Unido, por ejemplo, entre 1.5 y 2 millones de personas se ven afectadas por heridas
agudas o crénicas (Lindholm & Searle, 2016). El manejo de estas heridas ya sea en hospitales,
centros de atencién comunitaria o en el hogar, presenta desafios considerables para la
evaluacion médica y los costos asociados. Globalmente, las ulceras diabéticas tienen una
prevalencia del 6.3%, siendo del 5.1% en Europa, con mayor incidencia en hombres y pacientes
con diabetes tipo 2 (Zhang et al., 2017).

En 2014, las estimaciones de Medicare para el costo de tratamientos de heridas agudas y
crénicas en Estados Unidos variaron entre 28.1 mil millones y 96.8 mil millones de délares,
incluyendo los costos de manejo de infecciones, entre los cuales las heridas quirdrgicas y las
Ulceras diabéticas fueron las mas costosas de tratar. Ademas, los costos ambulatorios (entre
9.9 mil millones y 35.8 mil millones de ddlares) fueron mas altos que los costos hospitalarios
(entre 5.0 mil millones y 24.3 mil millones de ddlares), posiblemente debido a un aumento en
los tratamientos ambulatorios de heridas que actualmente se ofrecen. Los gastos mas elevados
relacionados con las heridas fueron atribuidos a las heridas quirdrgicas, seguidas de las Ulceras
en el pie diabético (Nussbaum et al., 2018). Desde un punto de vista econémico, se espera que
el mercado anual de productos para el cuidado de heridas alcance entre 15 mil millones y 22
mil millones de délares para el afio 2024 (Sen, 2019).

El cuidado de las heridas representa un desafio critico para la salud, proyectandose para el afio
2025, 380 millones de personas en todo el mundo sufrirdn de heridas. En Europa en 2018, Ia
prevalencia poblacional de heridas crénicas fue de 3-4 por cada 1,000 personas, afectando
aproximadamente entre 1.5 y 2.0 millones de los 491 millones de habitantes de la Unidén
Europea, y la estimacidn anual de la incidencia tanto de heridas agudas como crdnicas se situa
en 4 millones en la region (Krefeld et al., 2018). Existe una amplia gama de heridas, como las
quirargicas, ulceras (venosas, diabéticas, arteriales, por presién, decubito, entre otras),
lesiones traumaticas y quemaduras.

En Estados Unidos, el gasto estimado en cuidado de heridas alcanzé los $126.8646 mil millones
de ddlares en 2019, mientras que en Panama el gasto estimado fue de $206 millones de délares
en el mismo afio (Queen & Harding, 2023). El costo de un vendaje estandar es de
aproximadamente USD $24, con cambios de vendaje cada dos dias, acumulando un costo total
de tratamiento por paciente de hasta USD $3,456 durante un periodo de seis meses (Al-Gharibi
et al., 2018). Este alto costo, especialmente de los apdsitos avanzados, representa una barrera
significativa para su uso, especialmente en paises en desarrollo o en pacientes con recursos
econdmicos limitados.



En el caso de Panama, en el 2009 la tasa de morbilidad para las enfermedades de la piel y el
tejido subcutaneo fue 3.290,1 por 100.000 habitantes, representando el sexto lugar en la
republica (MINSA, 2013). En los ultimos afos, ha habido un aumento progresivo de las
enfermedades dermatoldgicas, especialmente en pacientes diabéticos e hipertensos, lo cual
ha generado una considerable carga en el sistema de salud (MINSA, 2013). Las estadisticas
indican que durante el afio 2017 atendieron un total 9,758 curaciones, en el 2018 atendieron
11,677, el afio 2019 atendieron cerca de 14,500 y el afio 2020 fueron atendidos cerca de las
20,000 personas (Diaz et al., 2023). En el afio 2023, se atendieron mds de 32,000 pacientes en
las Clinicas de Curacién de Heridas, Ulceras y Pie Diabético de la Caja de Seguro Social,
efectuando aproximadamente 368,000 procedimientos médicos (Sanchez, 2024). En el cual,
aproximadamente 7,000 corresponden a lesiones crénicas. Los casos mas frecuentes incluyen
el pie diabético, la insuficiencia venosa, la ulcera por presién, asi como Ulceras arteriales y
falcémicas (Tello, 2024)

Las hospitalizaciones anuales debido a quemaduras de diversos grados implican costos
considerables que incluyen dias de hospitalizacion, personal médico, medicamentos vy
consultas especializadas. Estos gastos pueden superar los 7,000 ddlares por paciente,
reflejando la necesidad de recursos financieros significativos para proporcionar una atencion
médica adecuada y completa en casos de quemaduras graves (Vasquéz, 2013). Se han invertido
mas de $18 millones en insumos y materiales médico-quirdrgicos para las Clinicas de Heridas
a nivel nacional durante los aflos 2023 y 2024, evidenciando asi un considerable costo asociado
a la gestion y tratamiento de heridas cutaneas en el pais (Ruiz, 2023).

El alto costo de los apdsitos no solo afecta a los pacientes, sino también a los sistemas de salud.
Los tratamientos prolongados y la necesidad de cambios frecuentes de apdsitos pueden
incrementar significativamente los gastos médicos (Schmitz et al., 2014). Esto se traduce en
una carga financiera considerable para los servicios de salud publica, afectando su capacidad
para proporcionar atencion de calidad en los pacientes; no obstante, a pesar de la
disponibilidad de apdsitos mas avanzados, muchos productos en el mercado no han sido
integrados en los servicios sanitarios, ya que sea por sus elevado de coste, como también por
tener procesos de manufactura, a nivel local. Por ello, es esencial que futuras investigaciones
se centren en realizar estudios que respalden la produccidn local, desarrollo cientifico y
efectividad de nuevos andamios biotecnoldgicos y el desarrollo de alternativas mas
econdmicas, accesibles y ecoldgicas.

En general, las heridas cutaneas representan un problema de salud significativo tanto en
términos de morbilidad como de mortalidad, siendo mds prevalentes en paises en desarrollo
debido a una variedad de factores, que incluyen acceso limitado a atencion médica de calidad,
condiciones socioecondmicas desfavorables, entre otros (Barreto et al., 2012). La presencia de
heridas y el retraso en su cicatrizacidon plantean desafios considerables para los médicos y
profesionales de la salud en general. Estas ejercen una influencia significativa a largo plazo en
la salud y calidad de vida tanto de los pacientes como de sus familiares. Estos impactos incluyen
la aparicion de depresidon, pérdida de funcién y movilidad, aislamiento social, estancias
hospitalarias prolongadas y costos elevados de tratamiento. Para abordar estas complejidades,
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el cuidado de heridas de emergencia y la competencia técnica de los profesionales clinicos son
aspectos cruciales para lograr una atencién efectiva.

1.2.2. DESARROLLO DE NUEVAS BIOTECNOLOGIAS APLICADAS EN EL CUIDADO DE LESIONES
CUTANEAS.

El avance de la biotecnologia ha permitido el desarrollo de nuevas y mejoradas estrategias para
el cuidado de las heridas cutdneas. Sin embargo, a pesar de los progresos cientificos y
tecnoldgicos, existe una falta de investigaciones exhaustivas sobre la eficacia y seguridad de
muchos apdsitos cutaneos disponibles en el mercado. Esta carencia de estudios rigurosos
dificulta la evaluacidn objetiva de su desempefio y sugiere la necesidad de mas investigacién
en esta drea.

Los apdsitos cutaneos tradicionales, como las gasas y los vendajes, han sido utilizados durante
siglos. Sin embargo, estos productos presentan limitaciones significativas en términos de
promocidn de la cicatrizacidn y prevencion de infecciones. Una de las principales desventajas
de los apdsitos tradicionales es su incapacidad para mantener un equilibrio adecuado de
humedad en la herida (Moore & Webster, 2018). La cicatrizacion dptima de heridas requiere
un ambiente hiumedo, ya que la desecacidn puede retrasar el proceso de curacion. Las gasas 'y
vendajes tradicionales tienden a absorber el exudado de la herida, llevdndola a un estado seco
gue no favorece la regeneracion tisular (Dhivya et al., 2015).

Los apdsitos tradicionales no proporcionan una barrera eficaz contra los patdgenos. Esto
aumenta el riesgo de infeccidn, especialmente en heridas crénicas o en pacientes
inmunocomprometidos. El cambio frecuente de estos apdsitos puede introducir bacterias
adicionales a la herida, complicando aln mas el proceso de curacidn. Las gasas y vendajes
tradicionales tienden a adherirse al lecho de la herida, lo que puede causar trauma y dolor al
ser retirados. Este problema no solo es incdmodo para el paciente, sino que también puede
daiar el tejido recién formado, retrasando asi la cicatrizacién y aumentando el riesgo de
infeccidn (Bhoyar et al., 2023). Ademas, de la incapacidad de los apdsitos tradicionales para
liberar agentes terapéuticos, como factores de crecimiento, antimicrobianos o analgésicos,
directamente en la herida (Boateng et al., 2008). Ademas, limita la oxigenaciéon en la herida,
un componente esencial para varios procesos en la curacidn de heridas, tales como: la
deposicion de colageno, la reepitelizacidn tisular, los procesos de angiogénesis y la actividad
inmunitaria; lo que impide la aceleracidon de los procesos de cicatrizacion de manera eficaz.

Las gasas y vendajes son relativamente econdmicos en términos de costo unitario, sin embargo,
existe la necesidad de multiples cambios frecuentes y periddicos en el paciente, lo que
aumenta significativamente el costo total del tratamiento, como también la posibilidad
infecciones. Ademas, el tiempo y los recursos necesarios para realizar estos cambios frecuentes
pueden representar una carga considerable tanto para los pacientes como para los
proveedores de atencion médica (Boateng et al., 2008).



El aumento de las enfermedades crénicas no transmisibles y sus procedimientos quirdrgicos
asociados impulsan la demanda de soluciones avanzadas para el cuidado de heridas; sin
embargo, el alto costo de los productos de cuidado avanzado de heridas se presenta como una
de las principales barreras en el crecimiento del mercado de los andamios cutdneos.
Actualmente, los elevados precios de los productos biotecnoldgicos de cuidado avanzado de
heridas implican la limitada aplicacién de los parches (andamios) bioactivos en los pacientes
de lesiones cutaneas, como una opcidn potencial. El mercado global de cuidado de heridas estd
valorado en 14.61 mil millones de USD en 2023 y se predice que superara los 24.05 mil millones
de USD para 2033, desarrollandose a una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR) del
4.93% entre 2023 y 2033 (James, 2024). El mercado biotecnolégico de las lesiones cutdneas
se encuentra en un creciente desarrollo que ha conllevado la incorporacién de nuevas
tecnologias de medicina regenerativa, tales como productos sanitarios como: formulaciones
farmacéuticas (p. ej., cremas), apdsitos cutaneos (p. ej., hidrogeles, parches hidrocoloides,
etc.), dispositivos biomédicos (terapia de presidon negativa, desbridamiento, etc.) y terapia
celular (p. ej., piel artificial, implantes autdélogos) (Figura 2).

CAGR 4.93%

$18.74

$17.83
$16.97
$16.14
$15.36
[ l l

2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030 2031 2032 2033

Billones de délares

Figura 2. Crecimiento del mercado de los apdsitos cutdneos modernos (James, 2024).

A pesar de la disponibilidad de apdsitos mas avanzados, muchos de los productos en el
mercado no se han integrado en los procesos sociosanitarios, ya que se encuentran en etapas
preclinicas. Por ello, es esencial que futuras investigaciones se centren en realizar estudios para
respaldar su efectividad. El desarrollo de nuevas estrategias biotecnoldgicas tiene el potencial
de transformar el cuidado de heridas, sin embargo, para maximizar este potencial es crucial
invertir en investigacién y desarrollo en biotecnologias cutaneas, esto permitird que nuevos
productos no solo sean efectivos, accesibles y sostenibles y puedan beneficiar a un mayor
numero de pacientes a nivel global.

Actualmente, los apdsitos bioactivos estan ganando un reconocimiento significativo dentro del
campo médico. Estos apdsitos, elaborados con materiales naturales o sintéticos, tienen la
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capacidad de influir en el proceso de cicatrizacion de heridas, ya sea de manera directa o
indirecta (Schoukens, 2019). Su eficacia se debe a la liberaciéon de factores bioactivos o a la
presencia de materiales con actividad enddgena. Esta categoria incluye una amplia variedad
de productos como alginatos, coldgeno, hidrocoloides, biotextiles, quitosano, quitina y sus
derivados (Peng et al., 2022).

Los apdsitos interactivos tienen el potencial de servir como plataforma para agentes bioactivos,
ofreciendo un enfoque mas preciso y adaptado a las condiciones especificas de las ulceras y
los requisitos especificos para la restauracion de la piel (Guo & DiPietro, 2010). Estos apdsitos
no solo permiten una cicatrizacion mas rapida, sino que también son econdmicos en
comparacién con los cuidados estandar establecidos (Sarkar & Poundarik, 2022).

El uso de apdsitos bioactivos tiene un impacto directo en la disminucién de los costos asociados
al tratamiento de heridas. Al acelerar la cicatrizacidn, disminuyen significativamente el tiempo
de hospitalizacidon de los pacientes, lo que a su vez reduce los costos hospitalarios y libera
recursos para otros tratamientos. Ademas, la tasa de complicaciones y la mortalidad asociada
a heridas crénicas puede reducirse, mejorando asi la calidad de vida de los pacientes y
disminuyendo los gastos de salud a largo plazo. Estos beneficios incluyen una menor necesidad
de intervenciones quirurgicas adicionales, menos consultas de seguimiento y una reduccién en
el uso de medicamentos y otros recursos médicos (Sarkar & Poundarik, 2022).
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1.3 JUSTIFICACION

1.3.1. BUSQUEDA DE ESTRATEGIAS BIOMEDICAS PARA LA DISMINUCION DE LA INCIDENCIA
DE HERIDAS CUTANEAS.

A nivel mundial, los trastornos cutaneos afectan a aproximadamente un tercio de la poblacion,
con una alta incidencia de heridas crénicas que representan una carga importante para la salud
publica (Flohr & Hay, 2021). En Panama, la tasa de morbilidad por enfermedades de la piel y el
tejido subcutdneo fue de 3.290,1 por 100.000 habitantes en 2009, y ha habido un aumento
progresivo de estas enfermedades, especialmente en pacientes diabéticos e hipertensos. Las
estadisticas recientes indican que, en 2023, cerca de 32.000 personas recibieron atencién por
heridas, reflejando una creciente demanda de servicios de salud para el manejo de estas
condiciones (Sanchez, 2024). Este incremento subraya la necesidad urgente de mejorar las
estrategias de tratamiento y manejo de heridas en Panama, para reducir la carga econdmica y
mejorar la calidad de vida de los pacientes.

La cicatrizacion de heridas es un proceso dinamico y complejo que esta influenciado por una
serie de cascadas y factores que en conjunto conducen al cierre de la herida. El éxito en Ila
recuperacion de la piel depende de la secuencia de eventos implicados en las respuestas
celulares, bioquimicas y moleculares (Wilkinson & Hardman, 2020); por ello, mejorar el manejo
de las lesiones cutdneas representa un desafio multifactorial, dado el caracter intrincado de Ia
cicatrizacion de heridas. En el caso, de las heridas agudas, si no se manejan adecuadamente,
pueden convertirse en heridas mds complejas de tipo crénico, lo que exige un enfoque
interdisciplinario por parte del equipo médico (p. ej., dermatdlogo, enfermera, etc.) para
promover la recuperacion del tejido con dafio crénico. Esto requiere una comprension sinérgica
de las posibles intervenciones biomédicas que permitirian en el restablecimiento de las
cascadas de cicatrizacion, que han sido frenadas y reprimidas por la cronicidad de la herida.

El proceso de recuperacion de las lesiones crénicas no solo es fundamental para la salud fisica
del paciente, sino que también tiene un impacto significativo en la calidad de vida de los
familiares. Una cicatrizacion efectiva no solo reduce el riesgo de infecciones y complicaciones
secundarias, sino que también promueve una recuperacién mas rapida, reduccién del dolor y
un menor coste sanitario (Wu & Li, 2024). Por el contrario, una cicatrizacion deficiente puede
conducir a una serie de problemas, desde la formacién de queloides hasta Ulceras crénicas, lo
que resulta en un deterioro de la salud y una disminucién de la calidad de vida en el paciente
cronico (Chhabra et al., 2017). Ademas, las heridas crénicas cutaneas requieren tratamientos
prolongados y costosos, lo que implica una carga significativa tanto para los sistemas de salud
como para los pacientes y sus familias.

Por ello, la generacidn de aplicaciones biotecnoldgicas que facilite la cicatrizacion de la herida
y la absorcién del exudado es crucial para que las lesiones crénicas puedan recuperarse, de
forma adecuada. La utilizacién de andamios bioactivos puede ayudar a reducir el nimero de
heridas agudas que se convierten en crénicas, promoviendo asi una mejor curacion,
reduciendo las complicaciones asociadas y ayudando a tener un mejor sistema de salud
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sociosanitario. Ante este escenario, la implementacién de tecnologias avanzadas en la
generacion de andamios biotecnoldgicos, que sean innovadores y propiedades bioactivas
regenerativas puede ofrecer una solucion prometedora para la mejora de los pacientes,
disminuyendo la necesidad de tratamientos prolongados y mejorando significativamente su
calidad de vida.

1.3.2. DESAFIOS EN INVESTIGACION DE APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS PARA HERIDAS
CUTANEAS

El desarrollo de modelos de laboratorio juega un papel fundamental en este entendimiento, al
permitir la replicacidon controlada de condiciones especificas y el estudio detallado de las
respuestas bioldgicas implicadas en la cicatrizacidn. Estos modelos, como cultivos celulares,
permiten a los investigadores manipular variables especificas y observar cédmo afectan el
proceso de cicatrizaciéon. Ademas, permiten la evaluacidn de la eficacia y la seguridad de
nuevas terapias en un entorno bioldgico.

El uso de farmacos quimicos en el manejo de heridas puede ofrecen beneficios terapéuticos
significativos, sin embargo, puede conllevar el riesgo de efectos secundarios no deseados. Por
lo tanto, es esencial buscar un equilibrio entre la eficacia terapéutica y la seguridad del
paciente, asi como explorar enfoques alternativos (Saghazadeh et al., 2018). El uso de apésitos,
por su parte, se ha convertido en una practica estandar para el manejo de heridas. La variedad
de apdsitos disponibles en el mercado refleja la diversidad de enfoques en el cuidado de
heridas, desde parches simples hasta innovaciones mas avanzadas. Estos apositos desempefian
un papel crucial en la creacién de un entorno éptimo para la cicatrizacién. Al mantener la
herida limpia, humeda y protegida de agentes externos, los apdsitos pueden acelerar el
proceso de curacion y reducir el riesgo de complicaciones.

Sin embargo, a pesar de los avances en este campo, aun enfrentamos una serie de desafios
importantes. La efectividad de muchos tratamientos actuales sigue siendo limitada, y la
cicatrizacion de heridas sigue siendo un problema persistente. Los apositos tradicionales, como
las gasas y vendajes, presentan multiples desventajas, incluyendo la incapacidad para
mantener un ambiente himedo, el riesgo de infecciones, y la adherencia al lecho de la herida
que puede causar trauma y dolor al retirarse. Estas limitaciones subrayan la necesidad de
desarrollar nuevos materiales y enfoques que puedan superar estas barreras.

La comprension del proceso de cicatrizacion y el desarrollo de intervenciones efectivas son
fundamentales para mejorar los resultados clinicos y reducir la carga médica asociada. Los
modelos de laboratorio desempefian un papel crucial al permitir una comprensién mas
profunda de los mecanismos subyacentes de la cicatrizacion de heridas, lo que a su vez facilita
el disefio y la evaluacion de nuevos tratamientos. La investigacidon en este campo es esencial
para desarrollar tratamientos mas efectivos y avanzados.

El desarrollo de un material de apdsito que aborde los principales factores que interfieren en
el proceso de cicatrizacién ayudara enormemente a los pacientes y a los profesionales del
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cuidado de heridas. La inversién en investigacion y desarrollo de apdsitos avanzados puede
ofrecer soluciones mas eficaces y seguras, que no solo mejoren la tasa de cicatrizacion, sino
qgue también reduzcan el dolor, el riesgo de infeccidn y el costo general del tratamiento. Esto
es crucial no solo para la salud individual de los pacientes, sino también para la sostenibilidad
y eficiencia de los sistemas de salud a nivel global.
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1.3 OBJETIVOS

= OBIJETIVO GENERAL
Desarrollar biotecnologias innovadoras para aplicaciones de lesiones cutaneas crénicas.

= OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Desarrollar andamios biotecnoldgicos ecosustentables para aplicaciones en lesiones
cutaneas cronicas.
2. Desarrollar estudios in vitro de los andamios biotecnoldgicos mediante técnicas de
biologia celular, molecular y bioingenieria.
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CAPITULO II.
MARCO TEORICO
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2.1. CLASIFICACION DE LAS HERIDAS CUTANEAS

La piel es el drgano mas grande y extenso del cuerpo humano, lo que la hace especialmente
susceptible a enfermedades, lesiones y quemaduras. Las heridas en la piel, son lesiones que
pueden presentarse como desgarros, fracturas o defectos anormales, representan una
preocupacién importante debido a su necesidad de tratamiento (Nisar et al., 2023). Estas
heridas pueden ser causadas por una variedad de factores, incluyendo condiciones patolégicas,
factores enddgenos (como diabetes, tumores malignos y enfermedades vasculares), traumas
fisicos y quemaduras (Percival, 2002).

Las heridas cutaneas se definen como la alteraciéon de la integridad de la piel debido a factores
tanto externos como internos. Los factores externos también denominados factores
ambientales dafian la piel de forma exdgena, como lesiones accidentales; mientras que los
factores internos son causados por desregulaciones en las vias metabdlicas, como lesiones de
pie diabético. Actualmente, existe una amplia variedad de heridas cutdneas y se pueden
clasificar segun sus causas (Irfan-Magsood, 2018) en: heridas crénicas, como ulceras cutaneas,
y heridas agudas, como cortes de cuchillo.

Las heridas cronicas, que incluyen ulceras venosas/vasculares, Ulceras diabéticas, Ulceras por
presion y heridas isquémicas, se caracterizan por un desequilibrio extenso en el tiempo de la
recuperacion de la homeostasis de la zona dafiada, lo que conlleva a un largo periodo de
cicatrizacion. En contraste, las heridas agudas tienden a cicatrizar en un periodo de tiempo mas
corto y equilibrado (Figura 3) (Moreo, 2005; Mustoe, 2004).

TIPOS DE HERIDAS
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Figura 3. Tipos de lesiones cutdneas. Se muestra la clasificacidn de las heridas en dos categorias principales:
heridas agudas y heridas crénicas. Las heridas agudas incluyen abrasiones o raspaduras, avulsion o
contusiones, heridas causadas por compresion o incisién, heridas causadas por proyectiles de alta velocidad
y Ulceras por radiacién. Estas heridas suelen resultar de eventos traumaticos y tienden a sanar en un tiempo
relativamente corto si se manejan adecuadamente. Por otro lado, las heridas cronicas comprenden ulceras
venosas o vasculares, Ulceras diabéticas, Ulceras por presidon y heridas isquémicas. Las heridas crénicas son
generalmente de larga duracién y pueden requerir tratamientos especializados debido a su resistencia a la
cicatrizacién y la presencia de condiciones subyacentes que complican su manejo. (Disefio: Digna Yau)
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2.1.1. HERIDAS AGUDAS (CICATRIZANTES)

Una herida es una lesion del tejido cutaneo que rompe su continuidad debido a una agresion
o trauma. Las heridas agudas son lesiones recientes, de cualquier etiologia, que se espera que
progrese a través de las fases secuenciales normales de cicatrizacién: hemostasia, inflamacién,
proliferacion y remodelacion. Son las lesiones cotidianas y comunes en la vida diaria y pueden
ser causadas por cortes, rasguios, cirugias o traumatismos y que unas 2-3 semanas son
capaces de recuperarse por completo (Kekonen & Viik, 2021).

Las heridas agudas exhiben un equilibrio preciso y exacto en la produccién y degradacion de
células y de la matriz extracelular, lo que permite una cicatrizacion ordenada y tardan sélo unos
pocos dias y/o semanas en promover la recuperacién de la zona dafiada. Se clasifican en
diversas categorias segun el tipo de factores ambientales presentes en la lesion; generalmente,
se dividen en dos categorias principales: heridas traumaticas y heridas quirurgicas (Irfan-
Magsood, 2018).

La literatura identifica seis categorias de heridas traumaticas o quirdrgicas agudas: abrasiones
o raspaduras, avulsiones o contusiones, heridas por aplastamiento o corte, laceraciones,
heridas por proyectil y heridas por radiacién (Irfan-Magsood, 2016; Leaper, 2006). Las
abrasiones o raspaduras se producen cuando una superficie aspera entra en contacto con la
piel, causando friccién. Ejemplos de estas, incluyen: quemaduras causadas por cuerda o
rodillas raspadas (Chu et al., 2014). Las avulsiones o contusiones son heridas causadas por un
golpe violento en el cuerpo o por la separacion forzada de una parte de este. Ejemplos,
incluyen: fracturas éseas por impacto de un objeto como una pelota, lesiones por explosiones,
mordeduras de animales, pérdida de un diente permanente, ufias arrancadas o l6bulos de
orejas desgarrados (Kostka et al., 2014). Las heridas por aplastamiento o corte ocurren cuando
un objeto pesado cae sobre una persona, resultando en el aplastamiento de una parte del
cuerpo o en el corte de estructuras corporales con un instrumento afilado. Esto puede incluir
lesiones de trafico, quirldrgicas o domésticas, asi como la penetracion de la piel con clavos o
cuchillos. Estas heridas pueden ser superficiales o profundas, dafiando la epidermis o las
estructuras internas (dermis y parte de la hipodermis) del cuerpo, respectivamente
(Karimkhani et al., 2014). Las laceraciones, también conocidas como desgarros de estructuras
corporales, requieren una gran fuerza contra el cuerpo para producirse. Pueden ser causadas
por factores internos, como el parto, o externos, como golpes en el cuerpo (Lawton & Hadj,
2014; Said et al., 2015). Las heridas por proyectil o velocidad ocurren cuando un objeto de alta
velocidad, como una bala, penetra en el cuerpo. Ejemplos incluyen heridas de bala o trauma
balistico (Kummoona, 2011). Por ultimo, las heridas por radiacién o ulceras, que son lesiones
causadas por los efectos agudos o cronicos de la radiacion ionizante. Estas lesiones pueden
afectar la piel, los tejidos blandos subyacentes e incluso estructuras mas profundas como el
hueso (Irfan-Magsood, 2018; Rudolph et al., 1982).

2.1.2. HERIDAS CRONICAS (NO CICATRIZANTES)
En algunos casos, una herida aguda puede extender en el tiempo y evolucionar a una herida
cronica, la cual no avanza mas alla de la fase inflamatoria y puede permanecer sin cicatrizar
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durante meses, afios o incluso indefinidamente (Kekonen & Viik, 2021). Cuando una herida no
muestra signos de cicatrizacion dentro de un plazo de 12 semanas bajo un tratamiento
adecuado, se le considera una lesién cutdnea crénica o no cicatrizante (Harding et al., 2002).
Este tipo de heridas pueden derivarse de heridas agudas que no sanan adecuadamente, a
menudo debido a infecciones persistentes que no son tratadas eficazmente. Sin embargo, en
muchos casos, las heridas crénicas son el resultado de un deterioro progresivo del tejido,
causado por condiciones subyacentes como enfermedades vasculares, lesiones por presion,
radiacion o tumores (Enoch, 2006).

Cuando el flujo sanguineo normal hacia un area de tejido se ve comprometido,
independientemente de la causa, se produce un desequilibrio en el suministro de nutrientes y
oxigeno, lo que puede llevar a la muerte del tejido. En tales casos, la capacidad del cuerpo para
iniciar el proceso de cicatrizacién se ve gravemente afectada, ya que la falta de oxigeno y
nutrientes impide los procesos de granulacion y epitelizacion, produciendo un estancamiento
en la fase inflamatoria de la cicatrizacién. Adema3s, la presencia de tejido necrético y bacterias
en la herida puede provocar una mayor degradacion del tejido circundante. Por lo tanto, se
hace necesaria el desarrollo de intervenciones terapéuticas para que la herida pueda cicatrizar,
forma inducida (Boateng et al., 2008).

Es importante tener en cuenta que muchas de las causas subyacentes de las heridas no
cicatrizantes (p. ej., enfermedades autoinmunes, insuficiencia vascular) son comunes en
pacientes tanto hospitalizados, como ancianos. Muchas de las heridas crdnicas se asocian con
trastornos metabdlicos, lo que conlleva que su proceso de cicatrizacion es significativamente
mas prolongado (Farrar, 2011). Ademas, se caracterizan por una disfuncién en la produccion y
degradacion celular, asi como en la matriz extracelular, incluyendo el colageno, proteoglicanos
y glicoproteinas (Xue & Jackson, 2013). Por lo general, estas heridas se clasifican en categorias
como Uulceras venosas/vasculares, Ulceras diabéticas, Ulceras por presidn y heridas isquémicas
(Irfan-Magsood, 2018; Moreo, 2005).

Las Ulceras venosas/vasculares, también conocidas como Ulceras de estasis o dermatitis, son
una forma crénica de heridas que afectan principalmente a la extremidad inferior, es decir, las
piernas, representando mds del 70% de todas las heridas crénicas (Nelson & Jones, 2008). Estas
ulceras son generalmente el resultado de procesos inflamatorios que incluyen la activacion de
leucocitos, dafio endotelial, agregacion plaquetaria y edema intracelular. Suelen manifestarse
en la vejez, asociadas a condiciones como la obesidad, lesiones previas o trombosis venosa
profunda (Brem et al., 2004). Por otro lado, las ulceras diabéticas son otro tipo comun de
heridas cronicas, originadas por condiciones diabéticas. En estas heridas, el principal
mecanismo involucrado es el desequilibrio hormonal , asociado a una baja de la funcién del
sistema inmunoldgico y el desarrollo de condiciones neuropaticas (Mustoe, 2004). En ambos
casos, la lesion cutanea puede pasar desapercibida debido a la neuropatia y al sistema
inmunoldgico comprometido, lo que conduce a una mayor susceptibilidad a las infecciones y
al desarrollo de heridas cronicas.
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Las ulceras por presion, o Ulceras de decubito, constituyen la tercera forma de heridas crénicas
y suelen afectar a personas con condiciones de baja movilidad, tales como: hospitalizados,
postoperatorios y la poblacién envejecida. La inmovilidad del cuerpo provoca la isquemia de
los tejidos, ya que la presion sobre estos supera la presidn en los capilares, lo que restringe el
flujo sanguineo, especialmente en los musculos. Esto causa la ruptura de la piel y la formacién
de Ulceras (Sodeman & Sodeman, 2005). Del 60% al 80% de pacientes con movilidad reducida
(p. €j., pacientes con lesidon de la médula espinal) desarrollan Ulceras de presién. Muchos
pacientes desarrollan su primera Ulcera durante su estancia inicial tras la lesion, y la tendencia
continla durante toda su vida (Spangler, 2007). La gravedad de las ulceras por presion se ha
caracterizado tradicionalmente por el grado de degradacién, desde el grado | (menos grave)
hasta el grado IV (mas grave) (Ho & Bogie, 2008).

Finalmente, las heridas isquémicas son otro tipo de heridas crénicas ocasionadas por la
restriccion del suministro sanguineo a los tejidos, lo que resulta en una insuficiente oxigenacion
y aporte de glucosa necesarios para el metabolismo celular (Xue et al., 2009).

2.2. PROCESO DE LA CICATRIZACION DE HERIDAS CUTANEAS

La cicatrizacion de heridas es un proceso dinamico y cuidadosamente orquestado que involucra
células sanguineas, citoquinas, células parenquimatosas (como los fibroblastos) y la
reorganizacién de la matriz extracelular. En una herida normal, este proceso es capaz de
restaurar la integridad funcional de la dermis y la epidermis de manera secuencial y oportuna
(Castilla et al., 2012).

Una molécula moduladora que es clave en la cicatrizacion normal de heridas es el oxigeno, ya
gue es necesario para varios procesos cruciales, como: la deposicion de colageno, la
epitelizacion, la fibroplasia, la angiogénesis y la resistencia a las infecciones. Por lo tanto, una
limitacién en la entrega de sangre rica en oxigeno al tejido de la herida impide la normal
cicatrizacion en la zona dafada (Castilla et al., 2012). La limitacidn en la entrega de oxigeno a
la herida suele ser multifactorial (p. ej., hipoxia tisular, edema, enfermedades vasculares
periféricas); sin embargo, el desbalance fisiolégico es el mismo y que corresponde a la
generacion de un microambiente hipdxico (privado de oxigeno) caracterizado por una entrega
insuficiente de nutrientes y oxigeno en el tejido lesionado / dafiado. En este contexto, el estado
de oxigenacion en la herida es uno de los principales determinantes en el correcto proceso de
cicatrizacion tisular (Greif et al., 2000).

Por ello, cuando un tejido se enfrenta a una condicidn hipodxica aguda, de leve a moderada,
generalmente es capaz de promover procesos de adaptacion sistémica (Sen, 2009); por el
contrario, cuando el tejido que enfrenta una hipoxia cronica y severa se produce la muerte
tisular. Asi es como, en una herida tisular, un aumento leve de las presiones parciales elevadas
de oxigeno (hiperoxia moderada) puede estimular la produccion de factores de crecimiento y
la formacién de nuevos vasos sanguineos; mientras que una hiperoxia extrema puede inducir
muerte celular por dafo mitocondrial y aumento de estrés oxidativo. Por lo tanto, la
complejidad inherente del proceso de cicatrizacion exige una combinacion precisa de
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sefializacion celular hipdxica y mecanismos de defensa antioxidante asociados a una
oxigenacion adecuada del tejido (Sen, 2009).

La cicatrizacion de heridas es un proceso fundamental que ocurre en todos los tejidos y drganos
del cuerpo. Aunque este proceso es continuo, se divide en diferentes fases para facilitar la
comprension de los complejos procesos fisioldgicos involucrados (Komarcevi¢, 2000). Se trata
de un proceso complejo que implica la coordinacién de diversos sistemas inmunoldgicos y
bioldgicos, con una secuencia precisa de eventos que coincide con la aparicion de diferentes
tipos de células en el area de la herida durante las distintas fases de cicatrizacién (Broughton
et al., 2006).

Es importante destacar que diferentes partes de una herida pueden estar en distintas etapas
de cicatrizacidn al mismo tiempo. Ademas, de la temporalidad de los procesos y las diversas
interacciones entre los componentes que intervienen en el proceso de cicatrizacidon, también
pueden variar segln se trate de heridas agudas o crdnicas, aunque las fases principales
permanecen consistentes (Robert F Diegelmann & Melissa C Evans, 2004).

Los procesos de reparacién de tejidos, desencadenados por la lesion, pueden agruparse en una
secuencia de cuatro fases dependientes del tiempo:

(i) coagulacion y hemostasia, que inicia inmediatamente después de la lesion;

(ii) inflamacién, que comienza poco después;

(iii) proliferacion, que se desarrolla en los dias siguientes a la lesién e involucra los principales
procesos de curacion; y

(iv) remodelacion de la herida, durante la cual se forma el tejido cicatricial.

El proceso de cicatrizacién cutdneas, en su totalidad, puede extenderse desde un par de
semanas (herida aguda) hasta por muchos meses / afios (herida crénica) (Figura 4) (Hunt et al.,
2000a; Vanwijck, 2001).

Proceso de Cicatrizacion en Heridas Agudas

Coagulacion

A Inflamacion Proliferacion Remodelacion
y Hemostasia
Temprano Tardio
frededorde 1-2dias 3-4dias 4-21dias Hasta 3 meses

1 hora

Proceso de Cicatrizacion en Heridas Crénicas

Estancamiento en la fase inflamatoria, mayor a 3 meses de duracion

Figura 4. Cronologia de las etapas de cicatrizacidon de heridas agudas y crénicas. Se ilustra las fases del
proceso de cicatrizacion tanto en heridas agudas como crénicas. En las heridas agudas, el proceso de
cicatrizacién se divide en cuatro etapas principales: coagulacion y hemostasia (alrededor de 1 hora),
inflamacion (temprana, de 1-2 dias y tardia, de 3-4 dias), proliferacion (de 4 a 21 dias) y remodelacién (hasta
3 meses). Este proceso esta disefiado para ser eficiente y resolver rapidamente la lesion. Por otro lado, el
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proceso de cicatrizacién en heridas crdnicas se caracteriza por un estancamiento en la fase inflamatoria, lo
que resulta en una duracién mayor a 3 meses. Las heridas crénicas a menudo no progresan a las fases de
proliferacién y remodelacidon de manera eficiente, lo que retrasa significativamente la cicatrizacién y puede
requerir intervenciones médicas especializadas. (Disefio: Digna Yau).

A continuacién, se explican con detalle las etapas de las fases de la cicatrizacién:

2.2.1. FASE DE HEMOSTASIA

El primer evento molecular que ocurre tras una lesidn cutanea es el desencadenamiento del
proceso de coagulacién y hemostasia en la herida (Broughton et al., 2006). Este proceso se
caracteriza por tres etapas: (i) vasoconstriccion, (ii) formacion del tapon plaquetario y (iii)
coagulacion, que generalmente se completa en las primeras horas tras la lesién (Figura 5). El
propdsito principal de estos mecanismos es detener el sangrado después de un dafio vascular
(Pool, 1977), protegiendo asi el sistema vascular para mantener intacta la funcién de los
organos vitales a pesar de la lesién. Ademas, a largo plazo, proporcionan una matriz para las
células invasoras necesarias en las fases posteriores de la cicatrizacion (Robson, 2001).

Cuando la piel sufre una herida, la vasoconstriccion de las paredes vasculares es la primera
respuesta para detener el sangrado; luego, la hemostasia primaria y secundaria ocurren de
manera simultdnea y estrechamente relacionada (Furie & Furie, 2008). La fase inicial de la
hemostasia implica la unidn y agrupacion de plaquetas para formar un tapdn plaquetario, que
es inducido por la exposicién del colageno en la matriz subendotelial. Por otro lado, la
hemostasia secundaria se caracteriza por la activacion de la cascada de coagulacidn, durante
la cual el fibrindgeno soluble se transforma en fibrina insoluble, generando una red que
refuerza el tapdn plaquetario. Estas dos etapas culminan en la formacién de un trombo que
detiene el sangrado, libera compuestos y factores de crecimiento, y proporciona una estructura
provisional para las células que infiltran la herida y son necesarias para su cicatrizacién (Pool,
1977).

Ademas de su papel en la coagulacién, las plaquetas son esenciales para reclutar células
inmunes en el sitio de la lesidn cutdnea. Pueden capturar directamente células inmunes en la
zona de la herida o liberar un conjunto de sefiales quimicas atractivas, como quimiocinas,
durante la desgranulacién (Golebiewska & Poole, 2015a). Al ser las células mds abundantes
durante las primeras etapas de la reparacion, las plaquetas juegan un papel crucial en la
inhibiciéon temprana de las infecciones bacterianas. Por otro lado, el fibrindgeno es un
componente esencial en el proceso de cicatrizacion, el cual forma una red de fibrina que
estabiliza el codgulo (Golebiewska & Poole, 2015b). En condiciones no lesionadas, las plaquetas
estan protegidas de la activacidén prematura por el endotelio vascular intacto (Rumbaut, 2010);
aunque, el fibrindgeno circula en la sangre y también esta presente en las plaquetas, no se
convierte en fibrina, que es crucial para la formacién del codgulo sanguineo (Kaplan et al.,
1979).

Las plaquetas activadas liberan citocinas y factores de crecimiento, incluyendo tromboxano A-
2 y serotonina, que son importantes mediadores inflamatorios y que también causan
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vasoconstriccion. El coagulo también sirve para concentrar las citocinas y los factores de
crecimiento elaborados, incluyendo el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el
factor de crecimiento transformante (TGF-B1) (Singer & Clark, 1999). La coagulacidon da inicio
al proceso de hemostasia, que desencadena el proceso inflamatorio mediante la activacion de
mensajeros moleculares. Por ello, la deficiencia de factores de coagulacion (Factor VII, IX, XlI)
conduce a una cicatrizacién deficiente de las heridas (Beck et al., 1961).

2.2.2. FASE INFLAMATORIA

Después de detener el sangrado, comienza la etapa de inflamacién, que puede durarde 2 a5
dias, completdandose generalmente en las primeras 48 a 72 horas, aunque en ocasiones puede
extenderse hasta 5 a 7 dias (Cafiedo-Dorantes & Canedo-Ayala, 2019; Haas, 1995). Esta etapa
se caracteriza por procesos de vasoconstriccidon iniciales, seguidos de una dilatacién y un
aumento de la permeabilidad vascular en respuesta a sustancias bioactivas (p. ej., histamina,
serotonina) (Ferndndez-Guarino et al., 2023) (Figura 5).

La inflamacién innata se ha desarrollado como la respuesta principal contra el ingreso de
agentes patdégenos en las heridas cutaneas. Este proceso inmunolégico se desencadena por
sefiales inducidas por lesiones, como los patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs, por
las siglas en inglés: Danger Associated Molecular Pattern) liberados por células necréticas y
tejido dafiado, asi como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, por las siglas en
inglés: Pathogen-associated molecular patterns) presentes en componentes bacterianos. Estos
patrones activan células inmunitarias residentes como mastocitos, células de Langerhans,
células T y macrofagos, al unirse a los receptores de reconocimiento de patrones,
desencadenando vias inflamatorias (Chen & DiPietro, 2017).

La fase inflamatoria se compone de dos etapas distintas: una fase inflamatoria temprana y una
fase inflamatoria tardia (Hart, 2002). Durante la fase temprana, se activan eventos moleculares
gue atraen neutrdfilos al sitio de la herida (Hess, 2000). Los neutréfilos dentro de las 24-36
horas posteriores a la lesién eliminan el material extrafio, agentes patdgenos (p. €j., bacterias)
y el tejido dafiado mediante la liberacién de enzimas proteoliticas y especies reactivas de
radicales libres derivados de oxigeno (Broughton et al., 2006; Flanagan, 2000). Posteriormente,
los neutréfilos son eliminados de la herida; y durante la fase inflamatoria tardia, los macréfagos
aparecen en la herida para la continuacion del proceso de fagocitosis, antes de avanzar a la
siguiente fase de cicatrizacion (Ennis & Meneses, 2000; Velnar et al., 2009). Ademas de su
funcidn fagocitica, los macréfagos actian como células reguladoras del proceso inflamatorio y,
ademas son capaces de almacenar una serie de factores de crecimiento tisular importantes
para las siguientes etapas del proceso (R. F. Diegelmann & M. C. Evans, 2004; Ramasastry,
2005). Finalmente, las ultimas células en entrar en el sitio de la herida (en la fase inflamatoria
tardia) son los linfocitos, que desempefian un papel importante en la regulaciéon de la
remodelacion de la matriz extracelular del coldgeno y su degradacidon tisular (Hunt et al.,
2000b).

Este proceso conlleva la liberacion de citocinas proinflamatorias y quimiocinas que atraen
leucocitos circulantes al sitio de la lesidon. Ademas, las moléculas proinflamatorias estimulan la
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vasodilatacion y la expresiéon de moléculas de adhesion celular endotelial, facilitando la
adherencia y migracion de neutrdfilos y monocitos hacia el area afectada (Vestweber, 2015).
Una vez en la herida, los neutréfilos son reclutados en la herida desde los vasos dafiados,
atraidos por quimioatrayentes, como la interleucina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) y endotoxinas bacterianas como el lipopolisacdrido (LPS) (Kolaczkowska & Kubes,
2013). En respuesta a las sefiales proinflamatorias y la activacién inflamatoria, los neutrdfilos
fagocitan y eliminan el tejido necrdtico y los patdgenos (Segel et al., 2011). La respuesta
inflamatoria es un proceso complejo, modulado por una variedad de factores intrinsecos y
extrinsecos. La inflamacidn descontrolada y excesiva puede provocar dafo tisular y retrasar el
proceso de cicatrizacion (Boniakowski et al., 2017). Por lo tanto, las respuestas de las células
inmunes deben ser precisas y proporcionadas, aumentando para combatir la infeccidn, pero
también permitiendo la resolucion efectiva de la herida.

Ademads, los monocitos circulantes ingresan a nivel sistémico a través de la herida cutdnea, en
donde se diferencian en macroéfagos en respuesta al microambiente local. Los macréfagos, se
presentan como células efectoras de la reparacidn tisular que muestran gran versatilidad y alta
plasticidad (Das et al., 2015). Al igual que los neutrdfilos, los macréfagos eliminan los restos
celulares necréticos y los agentes patégenos mediante receptores conservados
evolutivamente, pero también exhiben comportamientos diferenciales y cambios morfolégicos
en respuesta a citocinas (Mantovani et al., 2005).

Aunque los neutrdfilos y los macréfagos son esenciales en la respuesta inicial a las heridas,
otros tipos celulares como los linfocitos T y los mastocitos también desempefian roles
importantes. Los linfocitos T residentes son criticos para la respuesta temprana a la lesién,
mientras que los linfocitos T circulantes son reclutados para resolver la inflamacién (Nosbaum
et al., 2016). Los mastocitos liberan histamina para ayudar al reclutamiento de neutrdfilos
durante la inflamacion temprana (Weller et al., 2006).

2.2.3. FASE DE PROLIFERACION

La fase de proliferacion abarca los principales procesos de cicatrizacién y comienza alrededor
del tercer dia, después ocurrida la herida cutanea y puede continuar por hasta 3 o 4 semanas
(Vitale et al., 2022). Se caracteriza por la aparicién de fibroblastos en la zona de la herida y se
superpone con la fase inflamatoria (Figura 5). Al igual que en otras fases, los cambios en esta
etapa no suceden de manera lineal, sino que se superponen en el tiempo.

Esta fase se subdivide en cuatro etapas fundamentales: formacion del tejido de granulacion,
angiogénesis, epitelizacidon y contraccidon. La formacién del tejido de granulacién comienza
alrededor del tercer o cuarto dia después de la lesidon, alcanzando su punto maximo entre el
séptimo y decimocuarto dia. Durante este proceso, los fibroblastos migran desde los bordes de
la herida utilizando la matriz provisional de fibrina creada durante la fase inflamatoria (Cialdai
et al., 2022). Bajo la influencia de factores de crecimiento, como el Factor de Crecimiento
Transformador-Beta (TGF-B), el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) y factor
de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF, del inglés, Basic Fibroblast Growth Factor) que son
secretados por macroéfagos (Thulabandu et al., 2018); mientras que los fibroblastos proliferan
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y sintetizan componentes de la matriz extracelular, tales como: glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, elastina, colageno y fibronectina (Ather et al., 2019). A medida que el numero
de macrofagos disminuye, los fibroblastos comienzan a secretar los mismos factores de
crecimiento, asi como factores adicionales como el factor de crecimiento de queratinocitos y
el factor de crecimiento de insulina I. Asi es como, la deposicidn de colageno resultante
proporciona resistencia a la traccién de la herida, mientras que las células involucradas en
procesos inflamatorios, angiogénesis y construccidn de tejido conectivo se adhieren, proliferan
y se diferencian en la matriz de coldgeno producida por los fibroblastos (Ruszczak, 2003).

Simultdneamente, la angiogénesis, esencial para en el proceso de la formacién de la cicatriz
cutanea, acompafia a la fase de fibroplasia. Las células endoteliales, estimuladas por el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) secretado por diferentes células, incluyendo
queratinocitos, macrdfagos, fibroblastos y plaquetas, invaden la herida mediante la
degradacion del coagulo de fibrina, estableciendo nuevos vasos sanguineos que mas tarde se
organizan en capilares y establecen el flujo sanguineo (Greenhalgh, 1998). La epitelizacién
comienza con la migracion de células epiteliales desde los margenes de la herida, estimuladas
por factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el TGF-a
producidos por plaquetas activadas y macréfagos (Lawrence & Diegelmann, 1994).
Posteriormente, los queratinocitos proliferan y migran hacia el lecho de la herida, formando
nuevas uniones con la membrana basal, una vez que las células migratorias a través de
inhibicion por contacto, detienen su proceso migratorio (Garrett, 1998).

Estos eventos culminan en la formacion del tejido de granulacién, que consiste en células
inflamatorias, fibroblastos y una nueva red vascular, todo enmarcado dentro de una matriz
extracelular, rica en glicoproteinas, coldgeno y glicosaminoglicanos (Ruszczak, 2003). Esta
matriz provisional, es muy diferente en composicion a la del tejido normal, es capaz de
proporciona el entorno adecuado para el proceso de cicatrizacidn. Finalmente, la contraccién
de la herida, iniciada aproximadamente una semana después de la lesion, se lleva a cabo por
miofibroblastos derivados de los fibroblastos, reduciendo el tamafio de la herida y facilitando
la reepitelizacién (Eichler & Carlson, 2006). A medida que la fase de granulacion llega a su fin,
los fibroblastos experimentan apoptosis, transformando el tejido de granulacién en un entorno
rico en colageno (Stadelmann et al., 1998).

2.2.4. FASE DE REMODELACION

La maduracion y remodelacion del coldageno, representa la etapa final del proceso de
cicatrizacion, abarcando desde el dia 8 hasta 3 meses después de la lesidn, dependiendo de la
gravedad de la lesion (Figura 5); por ello, cuando este proceso se ve comprometido, la fuerza
de la herida se ve significativamente afectada. Por otro lado, una sintesis excesiva de colageno
puede conducir a la formacién de cicatrices hipertréficas o queloides. La duracidn de la fase de
maduracién puede extenderse por dos afios o incluso mads, dependiendo del tamafio de la
herida (Ather et al., 2019). Conforme la herida va cicatrizando, el crecimiento de los capilares
y flujo sanguineo se detienen, la densidad de fibroblastos y macréfagos y la actividad
metabdlica decrece (Attinger et al., 2006; Baum & Arpey, 2005). El resultado final es una cicatriz
completamente madura con un numero reducido de células y vasos sanguineos, y una alta
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resistencia a la traccion (Attinger et al., 2006). Aunque la mayoria de las heridas son el resultado
de lesiones simples, factores sistémicos y locales pueden alterar y ralentizar el curso del
proceso de reparacién finamente equilibrado, lo que lleva a la aparicidon de heridas que no
cicatrizan de manera oportunay ordenada, evolucionando en heridas crdnicas no cicatrizantes.
Por lo tanto, segun la capacidad del tejido para reparar completamente la herida, estas se
clasifican generalmente como heridas agudas o crénicas (Vitale et al., 2022).
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Figura 5. Proceso de cicatrizacién de heridas. El proceso de cicatrizacidn de heridas se categoriza
comunmente en cuatro fases distintas: (A) Homeostasis (coagulacidn), caracterizado por la formacién de un
coagulo para detener la hemorragia; (B) Fase Inflamatoria (inflamacion temprana/tardia), caracterizado por
la eliminacién de bacterias y restos celulares mediante la respuesta inflamatoria; (C) Fase Proliferativa,
caracterizado por la formacién de tejido de granulacién, angiogénesis , epitelizacidon y contraccidn de la
herida; (D) fase de remodelacién, donde se da la reorganizacion y fortalecimiento del tejido cicatricial.
(Disefio: Digna Yau).

2.3. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS, BASADAS EN PARCHES INNOVADORES COMO
ESTRATEGIA TERAPEUTICA DE LAS LESIONES CUTANEAS

El tratamiento de heridas ha experimentado una evolucidn significativa a lo largo del tiempo,
con una serie de cambios y mejoras que han surgido en el proceso. En este sentido, se han
desarrollado diversas formas terapéuticas para el tratamiento de las lesiones cutdneas,
clasificadas dependiendo de su funciéon en el tratamiento de la herida (como desbridamiento,
antibacteriano, oclusivo, absorbente, adherente), el tipo de material utilizado para producir el
aposito (por ejemplo, hidrocoloide, alginato, colageno) y la forma fisica del apdsito (pomada,
pelicula, espuma, gel) (Tabla 1) (Boateng et al., 2008; Deutsch et al., 2017; Rezvani et al., 2019).
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Los apésitos se subdividen en primarios, secundarios y apoésitos tipo isla. Los apdsitos primarios
son aquellos que tienen contacto fisico con la superficie de la herida, mientras que los apdsitos
secundarios se aplican sobre el apdsito primario y los apdsitos tipo isla cuentan una regién
absorbente central rodeada por una porcidon adhesiva (Sonar et al., 2021). Ademas, existen
criterios de clasificacion adicionales, que incluyen apdsitos tradicionales, modernos vy
avanzados, asi como los productos de reemplazo de piel y dispositivos de cicatrizacidon de
heridas (Borda et al., 2016). A lo largo del tiempo, se han llevado a cabo numerosos estudios
relacionados con diversos tipos de apdsitos especificos, contribuyendo al continuo avance en
el tratamiento de heridas.

2.3.1. APOSITOS TRADICIONALES

En cuanto a los apdsitos tradicionales para la cicatrizacion de heridas, estos abarcan una
variedad de formulaciones tdpicas liquidas y semisdlidas, asi como apdsitos tradicionales
secos, como gasa, algodon, apdsitos y vendajes, ya sea naturales y/o sintéticos (Dhivya et al.,
2015) (Figura 6).

Los apdsitos tradicionales secos, como la gasa y los vendajes, no proporcionan un entorno
himedo para la herida, se utilizan principalmente como apdsitos primarios o secundarios para
proteger la herida de contaminaciones, o forman parte de un conjunto de apdsitos (Boateng
et al., 2008). Los vendajes pueden elaborarse con materiales naturales, como lana de algodén
o celulosa, asi como materiales sintéticos como la poliamida. Las gasas estan fabricadas con
fibras tejidas y no tejidas de algoddn o poliéster, y deben ser cambiadas regularmente para
evitar la maceracion del tejido sano subyacente, lo que las hace menos rentables en
comparacién con apésitos modernos (Harding et al., 2000). Los apdsitos tradicionales secos
son empleados, principalmente, en heridas limpias y secas o sino, como apdsito secundario
para absorber exudados y proteger la herida (Morgan, 2002). Aunque estos recursos son
econdmicos y facilmente accesibles, presentan multiples limitaciones en su aplicacién. Por
ejemplo, tienden a adherirse a la herida al secarse, lo que puede dificultar y provocar dolor al
retirarlas (Chang et al., 1998); proporcionan poca oclusidon y permiten la evaporacién de la
humedad, lo que puede resultar en una cama de herida deshidratada (Jones, 2006); tienen una
efectividad recuperativa que es inferior a los apdsitos mas modernos (Nguyen et al., 2023) y
requieren ser reemplazadas con regularidad para prevenir la saturacion del tejido circundante,
lo cual incrementa los gastos y provocan dafio recurrente al tejido (Boateng et al., 2008). Por
consiguiente, en su mayoria, los apdsitos tradicionales secos estan empezando a ser
reemplazados por apodsitos modernos debido las ventajas comparativas que tiene en el
favorecimiento del proceso de cicatrizacion.

2.3.2. APOSITOS MODERNOS

Los apdsitos modernos, esenciales en el tratamiento de heridas, se destacan por mantener un
entorno humedo alrededor de la herida, lo que facilita su cicatrizacidn. Estos apdsitos pueden
ser fabricados con polimeros naturales (p. €j., alginato de sodio, pectina, gelatina) o sintéticos
(p. €j., polivinil alcohol, poliuretano, polietileno), y se dividen principalmente en hidrocoloides,
alginatos e hidrogeles, peliculas y espumas (Boateng et al., 2008) (Figura 6, Tabla 2).
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Los apositos de hidrocoloide, se componen de dos capas: una interna coloidal y otra externa
impermeable al agua. Los materiales gelificantes, que incluyen carboximetilcelulosa, gelatina'y
pectina, junto con otros agentes como elastomeros y adhesivos, permiten que el apdsito forme
un gel absorbente al entrar en contacto con el exudado de la herida (Dhivya et al., 2015).
Ademads de su capacidad de absorcidn, estos apdsitos son permeables al agua, pero no tiene
caracteristicas antimicrobianas (Sung & Lee, 2016). El entorno humedo creado debajo del
aposito promueve la sintesis de colageno y la proliferacién de fibroblastos, impulsando la
epitelizacion rapida (Sung & Lee, 2016). Son utilizados comunmente en heridas con exudado
leve a moderado, como ulceras por presidn, quemaduras leves y heridas traumaticas. Gracias
a sus propiedades oclusivas, proporciona un ambiente optimo para el desbridamiento
autolitico, ayudando a eliminar el tejido necrdtico o no viable mediante la accion de las
proteasas liberadas por la herida (Koksal & Bozkurt, 2003). Aunque estos apdsitos se adhieren
tanto a dreas humedas como secas, no son adecuados para el tratamiento de ulceras
neuropaticas o heridas con exudado abundante (Boateng et al., 2008). Es importante destacar
qgue solo se cambian cuando ocurre un drenaje o una fuga, para evitar traumatismos en la
herida al retirarlos. Algunos ejemplos de apdsitos de hidrocoloide disponibles incluyen
Granuflex™, Comfeel™, DuoDerm® y Tegasorb™ (Boateng et al., 2008).

Los apdsitos de alginato, elaborados a partir de un polisacarido natural, derivado de algas
marinas, constan de cadenas lineales de dos dacidos urdnicos, acido maurdnico y acido
gulurénico, que al interaccionar con el calcio son capaces de formar alginato de calcio
(Jayakumar et al., 2009). Es uno de los polimeros mas utilizados para la fabricacion de
hidrogeles debido a su buena procesabilidad mediante entrecruzamiento iénico, sostenibilidad
ambiental, bajo costo, biocompatibilidad y biodegradabilidad (Lee & Mooney, 2012; Zheng et
al., 2022). Los hidrogeles de alginato pueden prepararse mediante diversos métodos de
entrecruzamiento (p. ej., gelificacidn idnica, quimica, térmica) (Tan et al., 2023); ademas,
tienen una similitud estructural con las matrices extracelulares de los tejidos bioldgicos lo cual
les permite una amplia aplicacion en lesiones cutdneas, mediante la entrega de agentes
bioactivos y en el encapsulamiento celular (Lee & Mooney, 2012). Los apdsitos de alginato
mantienen un microambiente fisiolégicamente humedo, minimizan la infeccion bacteriana en
el sitio de la herida y facilitan el proceso de curacién (Balakrishnan et al., 2005). Ademas, los
geles de alginato pueden administrarse de forma oral o inyectarse en el cuerpo de manera
minimamente invasiva, lo que permite amplias aplicaciones en el dmbito farmacéutico.
Asimismo, los geles de alginato muestran un gran potencial para el trasplante celular en la
ingenieria de tejidos, que busca ofrecer sustitutos de tejidos y drganos fabricados por el ser
humano a pacientes que han sufrido la pérdida o el fallo de un érgano (Lavik & Langer, 2004).
La capacidad de formacién de gel se atribuye a la presencia de cationes divalentes,
especialmente iones de calcio, que actuan como agentes entrecruzamiento (Kurczewska et al.,
2015). Esta propiedad de entrecruzamiento de los iones de calcio con el polimero de acido
alginico hace que los apodsitos de alginato de calcio sean adecuados como andamios
tridimensionales en ingenieria de tejidos (Kuo & Ma, 2001). Ademas, estos apdsitos poseen
una excelente promocién en los mecanismos de coagulacion, debido a la presencia de iones
de calcio durante la etapa inicial de la cicatrizacién de la herida (Blair et al., 1990; Segal et al.,
1998). Los hidrogeles de alginato pueden utilizarse para heridas en diversos tipos de heridas,
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incluyendo heridas agudas como cortes, abrasiones y quemaduras (Boateng et al., 2008).
Ademads, los apdsitos de alginato pueden presentarse en forma de laminas porosas liofilizadas
(espumas) o como fibras flexibles. Algunos ejemplos de estos apdsitos disponibles en el
mercado incluyen Kaltostat™, Maxsorb®, TegagenTM y Comfeel Plus™ (Borda et al., 2016).

Los apdsitos de hidrogel, compuestos por polimeros sintéticos (p. ej., metacrilatos y
polivinilpirrolidona) o naturales (p. ej., agar-agar, gelatina, alginato de sodio), se entrecruzan
para retener agua (Jiang et al., 2016). Se caracterizan por retener entre el 70% hasta el 90% de
agua, manteniendo asi un ambiente humedo y eldstico alrededor de la herida, reduciendo la
irritacién y proporcionando alivio del dolor (Jiang et al., 2016). Estos apdsitos poseen
propiedades Unicas que los hacen ideales para el tratamiento de heridas profundas, como su
capacidad de no adherencia, retencién de humedad, permeabilidad gaseosa, absorcién de
exudado, biocompatibilidad y comodidad para el paciente. Ademas, su textura gomosa y baja
tension interfacial, contribuyen a minimizar la irritacion y reacciones inflamatorias en areas
adyacentes (Bartkowiakb & Frydrych, 2011). Los apdsitos de hidrogel también tienen
propiedades elasticas suaves que facilitan su aplicacién y remocién sin causar molestias una
vez haya sanado la herida. Estos apdsitos también reducen la temperatura de las heridas
cutaneas, proporcionando un efecto refrescante, que reduce la sensacion de dolor. Ademas, se
asemejan al tejido dérmico, con una estructura similar a la matriz extracelular, lo que favorece
la migracion celular y la regeneracion parcial del tejido cutdneo dafiado (Mogha et al., 2019).
Una gran ventaja adicional es su capacidad de mejorar sus capacidades mediante la adicion de
compuestos activos, tales como: antibidticos, nanoparticulas y factores de crecimiento, lo que
permite mayor eficiencia en el tratamiento. Por otra parte, pueden responder a estimulos
externos permitiendo la liberacién controlada de medicamentos o el monitoreo del proceso de
curacion (Francesko et al., 2018; Singh et al., 2018). Los hidrogeles no necesitan un apdsito
secundario, sino simplemente un vendaje para mantener el apdsito en su lugar, y pueden ser
recortados para adaptarse a la forma de la herida debido a su gran flexibilidad (Boateng et al.,
2008). Son utilizados en una variedad de heridas cutaneas, incluyendo heridas necrdticas,
Ulceras por presién, quemaduras y heridas crénicas secas. poseen una capacidad de absorcién
limitada, por lo que son mas adecuados para heridas con exudado leve; por ello, en heridas
con exudado abundante, su baja tasa de absorcion y la proliferacidn bacteriana pueden ser un
problema, lo que puede llevar a olores desagradables. Algunos ejemplos de apdsitos de
hidrogel incluyen Nu-gel™, Intrasite™, Aquaform™ y diversos apdsitos en ldminas (Borda et
al., 2016).

Los apdsitos de pelicula semipermeable, elaborados con poliuretano transparente adhesivo,
delgado y poroso, permiten el paso de oxigeno, didxido de carbono y vapor de agua de Ila
herida, al mismo tiempo que poseen propiedades de desbridamiento autolitico y son
impermeables al liquido y las bacterias (Weller & Sussman, 2006). Son altamente flexibles y
eldsticos, adaptandose a cualquier contorno sin necesidad de cinta adicional (Boateng et al.,
2008). La transparencia de las peliculas permite inspeccionar el cierre de la herida sin
necesidad de retirar el apdsito; sin embargo, debido a que estas peliculas no son absorbentes,
no son adecuadas para heridas con exudado abundante, que usuales en pacientes de lesiones
cronicas. Por consiguiente, se recomiendan especialmente para heridas en proceso de
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epitelizacion y lesiones superficiales con bajo exudado. Ademas, pueden ser utilizados como
apositos secundarios para impermeabilizar los apodsitos primarios. Es importante retirarlos
adecuadamente para evitar producir dafio en los tejidos circundantes (Weller & Sussman,
2006). Entre los apositos de pelicula disponibles comercialmente se encuentran Opsite™,
Biooclusive™ y Tegaderm™, que presentan diferencias en cuanto a su conformabilidad,
elasticidad, permeabilidad al vapor y propiedades adhesivas (Dhivya et al., 2015).

Por ultimo, los apdsitos de espuma estan compuestos por espuma de poliuretano poroso,
hidrofilica e hidrofébica, con bordes adhesivos en ocasiones (Morgan, 2002). Las propiedades
hidrofébicas de la capa exterior protegen de los liquidos, pero permiten el intercambio de gases
y vapor de agua debido a su estructura de poros abiertos. La espuma de goma a base de silicona
(silastica) se moldea y adapta a la forma de la herida. Los apdsitos de espuma son altamente
absorbentes, proporcionan amortiguacién y proteccién, también ofrecen una buena aislacion
térmica, mantienen un entorno hiumedo y se adaptan bien a las superficies corporales (Boateng
et al., 2008). Son preferibles en términos de reduccidn del dolor y satisfaccion del paciente en
comparaciéon con la gasa en heridas postoperatorias; sin embargo, requieren cambios
frecuentes y no son adecuados para heridas con bajo exudado, heridas y cicatrices secas, ya
gue dependen de los exudados para su curacion (Ramos-e-Silva & Ribeiro de Castro, 2002).
Estos apdsitos son recomendados para Ulceras en la pierna, heridas granulantes y heridas con
exudado moderado a abundante. Por lo general, se utilizan como apdsito primario para la
absorcién de exudado, y no requiere de un apdsito secundario debido a su alta absorcion de
liquidos y permeabilidad al vapor de agua. También pueden ser utilizados para heridas en
cavidades profundas resistentes al tratamiento (Ramos-e-Silva & Ribeiro de Castro, 2002). Sin
embargo, no se recomiendan para heridas epitelizantes secas, con bajo exudado vy
cicatrizaciones secas (Weller & Sussman, 2006). Entre los disponibles comercialmente se
encuentra Allevyn™, Lyofoam™ y Tielle™ (Dhivya et al., 2015).

A continuacion, se presenta una tabla con los tipos de apdsitos utilizados en Biomedicina
(TABLA 1).

Tabla 1. Tipos de apésitos y sus usos, ventajas y limitaciones

APOSITO PROPIEDADES VENTAJAS LIMITACIONES REFERENCIAS

Secos y no retiene la
humedad

Se adhiere a la herida
provocando dolor

Fabricadas con fibras ;
Requiere  reemplazos

tejidas y no tejidas de (Boateng et
) ., , . " frecuentes,
algodon o poliéster Facil de utilizar al., 2008;
. . . aumentando el costo .

TRADICIONALES Gasa Adecuado para heridas Facilmente accesible total Dhivya et al.,

limpias y secas o Econdmico . 2015; Jones,

s Deben combinarse con
utilizarse para absorber 2006)

otros apdsitos
Susceptible a la
contaminacién
bacteriana

exudados
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MODERNOS

Hidrogeles

Hidrocoloide

Espumas

Peliculas

Alginatos

Polimeros
sintéticos,
predominantemente
compuestos de agua
Utilizados como
calmante y refrescante
de heridas cutaneas
Adecuado para la
mayoria de heridas,
especialmente heridas
secas y quemaduras

naturales y

Polimeros  reticulados
con celulosa, gelatina o
pectina

Sistema de dos fases,
una capa interna
coloidal y otra externa
impermeable al agua

Adecuado para ulceras
crénicas y quemaduras,
heridas exudativas
minimas o moderadas

Compuestos por
espuma de poliuretano
poroso que es hidrofilica
e hidrofébica con bordes
adhesivos en ocasiones

Adecuados para heridas

con alto nivel de
exudado, como
quemadauras, heridas
cronicas y ulceras
profundas

Elaborados con
poliuretano

transparente y adhesivo
Adecuados para heridas
no contaminadas vy
superficiales (poco
profundas)

Derivado de un
polisacéarido herbal
natural derivado de
algas marinas

Adecuados para heridas

quirurgicas y
quemadauras, heridas
exudativas de

moderadas a pesadas

Mantiene un ambiente

himedo, lo que
fomenta el
desbridamiento
autolitico

Absorbente

Facilmente removibles
de la herida

Aceleran la

cicatrizacion
Reduccion del dolor e
inflamacién
Efecto de enfriamiento

Estimula el
desbridamiento
autolitico

Facil de eliminar con
solucién salina

No adherente,
Impermeables
Reducen el pH de la
herida, inhibiendo el
crecimiento bacteriano

Cémodo, no se adhiere
ala herida

Altamente absorbente
Semioclusivos y
semipermeables
Proporcionan

amortiguacion y
proteccién contra el
trauma externo
Ofrecen aislacion
térmica

Facil de visualizar la
herida

Mantiene seco el lecho
de la herida

Previene la
contaminacién
bacteriana
Semipermeables,
permite  intercambio
de gases

Muy absorbente y no
adherente
Proporciona
bacteriana
Se elimina facilmente
con solucién salina
Altamente poroso

El calcio liberado tiene
propiedades
hemostaticas

barrera

No adherente
Capacidad de absorcién
limitada

Pueden ser
incompatibles con
heridas con exceso de
exudado
Semipermeable a gases
y vapor de agua
Requieren un apdsito
secundario

Poca citotoxicidad
Volumétricamente
inestable

Alta fuga de exudado

Incapacidad de
visualizar la herida

No se puede utilizar en
heridas con escaras o
heridas que no drenan

Puede adherirse a
algunas heridas

No son absorbentes e
impermeables al fluido,
pueden causar
maceracion

No es adecuado para
heridas con mucho
drenaje

Dificil de manipular

No disponible debido a
su escasa presencia
Requiere un apdsito
secundario

(Boateng et
al., 2008;
Dhivya et al.,
2015;
Rezvani et al.,
2019)

(Broussard &
Powers,
2013; Jones
et al., 2006;
Rezvani et al.,
2019)

(Boateng et
al., 2008;
Morgan,

2002; Shi et
al., 2020)

(Borda et al.,

2016; Weller

& Sussman,
2006)

(Borda et al.,
2016;
Rezvani et al.,
2019; Sood
et al.,, 2014)
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Las diversas biotecnologias utilizadas en el cuidado de lesiones cutaneas tienen sus ventajas y
desventajas, y su eficiencia en el tratamiento de diferentes tipos de herida varia segun la
naturaleza especifica de la lesién, incluyendo su tipo, profundidad y gravedad.

En el caso de los hidrogeles tienen la capacidad de responder a diversos estimulos, como
cambios de pH, variacién de presion, temperatura especifica y cambios idnicos, los convierte
en herramientas valiosas para monitorear la evolucidon de una herida y contrarrestar posibles
complicaciones, como la proliferacion anormal o la infeccion (Aswathy et al.,, 2020). Sin
embargo, su alta sensibilidad a las condiciones ambientales puede llevar a su degradacién
prematura, lo que limita su eficiencia. Los hidrogeles parecen ser especialmente efectivos para
retener la humedad en la zona de la herida y facilitar la migracién celular, dos aspectos
fundamentales para una cicatrizacién 6ptima y rapida (Norahan et al., 2023). Su estructura
polimérica proporciona una barrera protectora mas sélida que la capa lipidica ofrecida por las
cremas. Las formulaciones farmacéuticas, como las cremas, no ofrecen la misma versatilidad
gue los hidrogeles, tienen sus propias ventajas, como la capacidad de incorporar tanto
ingredientes solubles en agua como en lipidos, lo que las hace utiles para una variedad de
aplicaciones terapéuticas (Stan et al., 2021).

Los hidrocoloides tienen la capacidad de absorber cantidades minimas hasta moderadas de
drenaje y son adecuados tanto para heridas agudas como crénicas (Kordestani, 2019). Al ser
oclusivos, estos apdsitos no permiten la entrada de agua o bacterias en la herida, lo que facilita
la angiogénesis y granulacion. Ademas, pueden responder a estimulos, como cambios de pH,
bajando el pH de la superficie de la herida para inhibir el crecimiento de bacterias. Al igual que
los hidrogeles, los hidrocoloides ayudan en la granulacion o epitelizacién y fomenta el
desbridamiento autolitico en heridas con tejido necrético. Sin embargo, estos andamios no
pueden utilizarse en heridas infectadas, dado su naturaleza oclusiva (Vowden & Vowden,
2017).

En resumen, se debe tener certeza que el apdsito ideal para una determinada herida cutanea
debe cumplir con una serie de requisitos fundamentales, estos incluyen: no toxicidad, una
estabilidad robusta (p. e]j., mecdnica, estructural) y la capacidad de proporcionar un aislamiento
efectivo de factores externos que pueda inferir con el proceso de cicatrizacién (p. ej.,
contaminaciones) (Vowden & Vowden, 2017). Ademas, debe ofrecer proteccion a los
ingredientes activos presentes en el apdsito y permitir su liberacién controlada en el sitio de la
herida; asimismo, es esencial que los ingredientes activos seleccionados para ser parte del
aposito sean evaluados en funcion de la capacidad para estimular los mecanismos de
reparacion intrinseca del cuerpo y proporcionar una proteccion eficaz contra las infecciones
microbianas (Stan et al., 2021).
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Figura 6. Comparacién entre apdsitos tradicionales y modernos, considerando sus ventajas y desventajas.
Los apésitos tradicionales, como gasas y vendajes convencionales, ofrecen una aplicacion sencilla y son de
bajo costo, pero pueden tener limitaciones en términos de capacidad de absorcién y manejo de exudados.
Por otro lado, los apdsitos modernos, como hidrocoloides, hidrogeles y espumas, destacan por su alta
capacidad de absorcién, capacidad de mantener un entorno himedo para la cicatrizacién y menor frecuencia
de cambios, aunque pueden ser mas costosos y requerir habilidades especificas para su aplicacién adecuada.
(Disefio: Digna Yau).

2.3.3. FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Las formulaciones farmacéuticas se presentan en diversas formas, como liquidos (soluciones,
suspensiones y emulsiones) y las preparaciones semisdlidas (ungtientos y cremas) (Figura 7), y
se utilizan ampliamente en la practica clinica. Las soluciones especialmente eficaces en las
etapas iniciales de la cicatrizacidn de heridas, ya que reducen la carga bacteriana y actian como
agentes de desbridamiento para prevenir la maceracion del tejido sano, eliminando el tejido
necrdtico de la herida fresca (Boateng et al., 2008). Por otro lado, las preparaciones
semisélidas, como las cremas y los unglientos, son utilizadas para tratar infecciones bacterianas
y suelen permanecer en la superficie de la herida durante un tiempo mas prolongado en
comparacién con las soluciones; sin embargo, en el caso de heridas altamente exudativas, estas
preparaciones no son muy efectivas para permanecer en el drea de la herida, ya que tienden a
absorber el liquido rdpidamente, perdiendo sus caracteristicas reoldgicas (Deutsch et al.,
2017).
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Figura 7. Diagrama de proporcién de fase acuosa y oleosa en las formulaciones farmacéuticas para
cicatrizacién de heridas, incluyendo locidn, crema, ungliento y vaselina. Las lociones, con alta fase acuosa,
son ideales para heridas superficiales, proporcionando humectacidn sin dejar residuos grasos. Las cremas
equilibran fase acuosa y oleosa para favorecer la absorcidon y la humedad de heridas moderadas. Los
unglientos, ricos en fase oleosa, forman una barrera protectora efectiva para heridas secas o profundas. La
vaselina, predominantemente oleosa, se utiliza para sellar y proteger heridas. (Adaptacion: Digna Yau; (Plott,
2022)).

La principal diferencia entre un ungliento y una crema radica en su consistencia y formulacion.
Mientras que un ungliento tiende a ser mas espeso y grasoso debido a su base de aceite, una
crema es mas ligera y se absorbe mds facilmente, generalmente debido a su base acuosa (Datti
et al.,, 2022; Kaur et al., 2016). Ademas, los ungilientos tienden a proporcionar una barrera mas
intensa sobre la piel, ideal para retener la humedad y proteger contra irritaciones. Las cremas,
en particular, son formas de administracién comunes para emolientes y humectantes,
permitiendo la entrega rapida y conveniente de una amplia variedad de ingredientes para
tratar condiciones especificas de la piel. Las cremas pueden ser emulsiones de agua en aceite
(cremas oleosas) o de aceite en agua (cremas desvanecedoras), donde el principio activo se
dispersa entre las fases oleosa y acuosa (Okamoto et al., 2016). Por caracteristicas
estructurales, las cremas son opacas, viscosas, con una textura que varia desde no grasa hasta
ligeramente grasosa y tienden a evaporarse o absorberse cuando se frotan sobre la piel. En
comparacién con los unglentos, las cremas son significativamente menos grasas, menos
viscosas, menos hidratantes y mds untables, y se utilizan por sus propiedades humectantes y
emolientes (Stan et al., 2021).

En el ambito de las cremas de agua en aceite o de aceite en agua, es importante considerar
gue la fase acuosa puede consistir en agua u otros liquidos hidréfilos, como los hidrosoles,
mientras que la fase oleosa puede estar compuesta por diversas sustancias lipéfilas, como
aceites, ésteres o alcoholes grasos. La distincidon entre cremas de aceite en agua y de agua en
aceite radica en la disposicion de las fases. En una emulsidn "aceite en agua", el aceite se
dispersa en la fase continua de agua, mientras que en una emulsidn "agua en aceite" ocurre lo
contrario (Okamoto et al., 2016).

Las cremas de aceite en agua se recomiendan para medicamentos solubles en agua, mientras
gue las cremas de agua en aceite son mas apropiadas para los medicamentos solubles en
lipidos (Mayba & Gooderham, 2017). La estructura mas bdsica de las cremas de aceite en agua
comprende una fase acuosa, una fase hidréfoba y un agente emulsionante. Estas estructuras
coloidales, derivadas de los componentes, no solo influyen en las propiedades viscoelasticas,
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sino que también garantizan la estabilidad del producto (Okamoto et al., 2016). Dado que las
cremas tienden a ser inestables por naturaleza, con la fase interna propensa a fusionarse con
el tiempo, los agentes tensioactivos juegan un papel crucial en su estabilizacion al reducir la
energia superficial libre. El nivel de agitacidn de las dos fases determina el area de superficie

de cualquier volumen dado de la fase interna, y, por ende, la estabilidad del sistema.

Las cremas ofrecen ventajas sobre otras formulaciones al permitir la incorporacién de
componentes acuosos y oleosos, asi como una mayor liberacion de numerosos farmacos
incorporados y el control de sus propiedades reoldgicas. Son ampliamente utilizados como
vehiculos dermatoldgicos topicos, y su efecto sobre la liberacidn y absorcion de farmacos han
sido estudiados por muchos investigadores (Farooq et al., 2019; Okamoto et al., 2016;

Sepulveda et al., 2003).

A continuacion, se presenta una tabla con los diferentes tipos de formulaciones farmacéuticas

utilizados en Biomedicina (TABLA 2).

Tabla 2. Tipos de formulaciones farmacéuticas, ventajas y limitaciones

< REFERENCIA
APOSITO PROPIEDADES VENTAIJAS LIMITACIONES APLICACIONES s
Ideales para
lesiones
No invasivo superficiales,
iy ; . Debido al WP
Emulsion Forma mas sencilla excipiente de como
semisdlida de de administrar un férn:)aco uede quemaduras. (Gwarzo et
aguaenaceiteo medicamento o .p - Utiles en la fase al., 2022;
Crema . L, producir irritacién o
de aceite en Buena penetracidon en Ia piel de cicatrizacién Stan et al.,
agua. en capas P de heridas donde 2021)
Textura suave superficiales de la es importante
piel. mantener la piel
hidratada.
Ideales para
lesiones
Pueden ser .
. ) superficiales.
Retiene la  pegajosos Y Utiles ara
Base oleosa humedad y grasosos, lo que A — P I Tl
< Unguento Textura grasosa  protege contra puede ser
Aol L0, espesa irritaciones incomodo para el IS y el AU
FARMACEUTICA yesp : eomery P o~ proteger la
— herida contra
P ’ infecciones.
Pueden secarse vy
Rapida absorcion volverse menos
en la piel efectivos si no se
Base de Proporcionan un almacenan Ideales ara
polimeros que efecto refrescante, correctamente, lo lesiones P
forman una red  Util para reducir la que puede reducir . . .
- ) . L . inflamatorias vy (Wigger-
tridimensional inflamacion y el su eficacia en >
Geles ) . quemaduras Alberti et al.,
que atrapa  dolor en lesiones. lesiones. debido  a  su 2012)
agua. Generalmente son Pueden ser menos efecto
Textura liviana, transparentes, lo estables que las refrescante
no grasa que permite una cremas y ’
facil observacion unglentos en
de la lesion. ciertas condiciones
ambientales.
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Para los médicos convencionales, los remedios naturales resultan prometedores para mejorar
la curacién de diversos tipos de heridas, como quemaduras y cortes (lbrahim et al., 2018). La
modernizacidn ha inspirado avances en estrategias de curacidon, como el uso de cremas tdpicas
medicinales con extractos terapéuticos activos (Datta et al., 2011). Las aplicaciones tépicas,
como las cremas formuladas con ingredientes terapéuticos podria sustituir los apdsitos
tradicionales, acelerando el proceso de curacion y reduciendo las infecciones bacterianas
(Sarabahi, 2012).

En la medicina ancestral se han utilizado diversos principios activos vegetales capaces de
promover la regeneracion cutanea, gracias a sus propiedades fitoterapéuticas, su accesibilidad,
disponibilidad y coste relativamente bajo (WHO, 2002). Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la medicina tradicional, también conocida como medicina "alternativa" o
"complementaria”, se enfoca en el empleo de terapias tradicionales para mantener la salud y
prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales (WHO, 2012). Estas
terapias abarcan practicas, productos y conocimientos de diversas culturas, que involucran el
uso de compuestos naturales obtenidos de una amplia variedad de fuentes (como plantas,
hongos y minerales). Los productos basados en plata se han utilizado en el cuidado de heridas
y son ampliamente utilizados en muchos sistemas de atencién médica (Pereira & Bartolo,
2016).

Los avances recientes en métodos de extraccidon, técnicas de purificacién y procesos de
elaboracion han logrado un papel crucial en la mejora de la calidad, eficacia y seguridad de las
terapias tradicionales. Aunque algunas de estas terapias se apoyan principalmente en la
sabiduria y experiencia acumulada a lo largo del tiempo, en lugar de una evidencia cientifica
sélida, en los ultimos afios varios investigadores han dirigido sus estudios hacia los mecanismos
gue explican la eficacia terapéutica de los compuestos curativos tradicionales, lo que ha
contribuido a ampliar nuestro conocimiento sobre su mecanismo de accién y propiedades
bioldgicas (Pereira & Bartolo, 2016).

2.3.3.1. EXTRACTOS VEGETALES CON PRINCIPIOS FITOTERAPEUTICOS EN APLICACIONES
BIOTECNOLOGICAS CUTANEAS.

Los productos quimicos derivadas de animales, plantas y microorganismos se han utilizado para
tratar enfermedades desde los albores de la medicina, mientras que los productos derivados
de plantas han dominado la farmacopea humana durante miles de afios y han proporcionado
una fuente inagotable de medicamentos (Schmidt et al., 2008). Sin embargo, la farmacologia
sintética rompio la conexion entre las plantas y la salud humana, lo que condujo a una era
dominada por la industria farmacéutica, caracterizada por el concepto de terapias de
monofarmacos para el tratamiento de enfermedades complejas y el desarrollo de farmacos de
disefio por el advenimiento de la sintesis organica guiada por actividad estructural y la
deteccién de alto rendimiento. En consecuencia, ha disminuido el uso de productos naturales
en el descubrimiento de farmacos (Raskin & Ripoll, 2004). Sin duda, este enfoque ha mejorado
en gran medida la atencién médica y la salud humana, extendiendo asi la vida humana. Por lo

35



gue, los médicos comenzaron a ver el uso de hierbas medicinales como una practica de
atencién médica "alternativa", no calificada, primitiva y no cientifica para quienes no tienen
acceso a una atencion médica "real". Segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el 70-
95% de la poblacion mundial depende de la medicina tradicional para su atencidon primaria de
salud, y la mayoria de estas practicas incluyen el uso de extractos de plantas o sus componentes
activos (Robinson & Zhang, 2011).

A lo largo de la historia, el ser humano ha aprovechado los recursos naturales, incluyendo
plantas, animales, microorganismos y organismos marinos, para elaborar medicamentos
destinados a aliviar y tratar diversas enfermedades (Shi et al., 2010). El uso de productos
naturales con fines medicinales se ha registrado en forma de remedios tradicionales, pociones
y aceites, con muchos de estos productos bioactivos aun sin identificar. La principal fuente de
conocimiento sobre el uso de productos naturales procedentes de plantas medicinales
proviene de la experimentacion a través de diversos ensayos, en un esfuerzo para encontrar
remedios disponibles para el tratamiento de enfermedades (Kinghorn et al., 2011). Con el
avance del conocimiento, los productos naturales comenzaron a ser utilizados como
componentes en la fabricacién de cosméticos, medicamentos, alimentos y otros productos
para la salud. En los ultimos afios, se han publicado mds de 110.000 estudios relacionados con
plantas medicinales, revelando propiedades como inmunomoduladoras,
inmunoestimuladoras, antidiabéticas, anticancerigenas, antimicrobianas y antioxidante,
respaldando asi su uso tradicional en la medicina popular (Salmerén-Manzano et al., 2020). El
uso de plantas como fuente de medicina ha ganado popularidad internacional debido a tiene
por ventajas comparativas: su origen natural (amigable con el ecosistema), disponibilidad local,
bajo costo y facilidad de administracidon. Los medicamentos a base de hierbas o plantas
medicinales son considerados como tratamientos alternativos en casos donde los
medicamentos convencionales presentan efectos secundarios o resistencia (Salmerdn-
Manzano et al., 2020). En la actualidad, se llevan a cabo investigaciones multidisciplinarias para
caracterizar completamente los extractos de plantas y desarrollar formulaciones novedosas
con valor funcional y medicinal. La extraccién de componentes activos de las plantas, como
alcaloides, flavonoides, terpenos, saponinas y esteroides, se realiza mediante procesos de
extraccion utilizando solventes adecuados y procedimientos estandar. Hoy en dia se dispone
de una amplia gama de tecnologias con diferentes métodos de extraccion (Azwanida, 2015;
Ingle et al., 2017).

Las plantas contienen una amplia gama de compuestos quimicos que desempeiian un papel
crucial en el tratamiento de enfermedades crdnicas e infecciosas. Los fitoquimicos son
compuestos que ocurren naturalmente en las plantas como metabolitos secundarios (Hussein
& El-Anssary, 2019). Se han identificado miles de estos compuestos, muchos de los cuales han
demostrado poseer beneficiosas actividades biolégicas, como propiedades anticancerigenas,
antimicrobianas, antioxidantes, antidiarreicas, analgésicas y cicatrizantes (Jaeger & Cuny,
2016). La investigacién en etnobotanica ha sido fundamental en el desarrollo de
aproximadamente el 30% de los medicamentos modernos, destacando asi su contribucion
significativa al descubrimiento farmacéutico. En los ultimos afos, ha surgido un creciente
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interés por los medicamentos a base de plantas medicinales, impulsada por la preferencia de
los consumidores por los productos naturales (Ekor 2014)

De acuerdo con la medicina tradicional de diferentes paises hay una gran variedad plantas
medicinales que potencialmente poseen un efecto de curacién de heridas cutaneas, algunas
de las cuales actualmente se estan investigando, como se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Plantas utilizadas en aplicaciones de cicatrizacion de heridas.

FORMAS FiSICAS Y

COMPONENTES r EVIDENCIA CLINICA Y DE DISTRIBUCION
PLANTA VIAS DE A REFERENCIAS
PRINCIPALES ADMINISTRACION LABORATORIO GEOGRAFICA
. Nativa de América
Flavonoides ctividad antimicrobianas, . alogun
’ Formas: geles, Actividad imicrobi e Bal 2
i
i triterpenos y extractos acuosos, antiOXidanteS, p Sabiu, 2021;
Crescentia hexano y extractos . . continental, .
. esteroides antiinflamatorias, . Hartati et al.,
cujete ’ etandlicos. cultivada .
neuroprotectoras y . 2018; Parvin et
catrizant naturalizada en los L 2015
Vias: topica cicatrizantes. tr6picos. al., )
Glucésidos, B- Se cultiva en
sitosterol, a- Fokmas: geles, América Central y
tocoferol DANEEIRS EENEE, el Caribe, los paises LRt &
Moringa o hexano y extractos Propiedades antioxidantes, ’ al., 2013; Singh
. piridoxina, 4cidos L ] del norte de
oleifera I antimicrobianas. & Sharma,
f ascorbicos, lisina etandlicos. América del Sur, 2021)
metionina Y Vias: t6pica Africa, Asia y varios
proteinas. paises de Oceania.
Antraquinonas, Actividad antiinflamatoria y Ampliamente
aloesina,  aloina, Formas: antimicrobiana; estimula la o en  (Chithra et al
aloe emodina i i i N
) soluflones, cremas, p’rollfejramon cleIuIar, la regiones sridas, 1998; Eshghi et
Aloe vera (producto mucilagos, geles y sintesis de colageno y la templadas v al. 2010:
oxidativo de la 5si iogénesis: M !
aloina) quininas apositos. anglogene5|sc,| plro}:nue;ve la tropicales de  Tarameshloo et
[ y quini contraccién de la herida. .
arométicas Vias: tépica y oral cont|r|1edntes al., 2012)
templados.
triciclicas. P
(Janiszowska et
Formas: geles, N ) . al., 1976;
Triterpenoides extractos acuosos, ACt'V'fjad ar?tunflamaFonas Parente et al.,
(lupeol, eritrodiol y  hexano y extractos Y antlk?acter}?nas; e.st|m.u’|a 2012; Preethi et
Calendula calenduloside) y etandlicos la proliferacién y migracién ¢ o yentra en al., 2009;
u . © H H .
flavonoides disueltos en de fibroblastos in vitro; 4 Asia, América Preethi &

officinalis

Mangifera
indica

(quercetina,
isoquercetina e
isorhamnetina).

Metabolitos
secundarios,
principalmente
compuestos
polifendlicos (p.e.,
flavonoides y
mangiferina).

dimetilsulféxido.

Vias: tépica

geles,
extractos acuosos,

Formas:

hexano y extractos
etandlicos
disueltos en
dimetilsulféxido.

Vias: tépica

estimula la produccién de
colageno y la angiogénesis.

Actividad contra los
radicales libres, activar la
migracion de
endoteliales, alterar la
membrana celular de los
microorganismos e inhibir
las vias inflamatorias y del
dolor.

células

y Europa.

Ampliamente
cultivada en paises
de clima tropical.

Kuttan, 2009)
(Witkomirski,
1985;
Wojciechowski
et al., 1972)

(Espinosa-
Espinosa et al.,
2022; Suhatri et

al., 2022;
Sushanth et al.,

2016).
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Morinda
citrifolia

Catharanthus
roseus

Rosmarinus
officialis

Hippopha
rhamnoides

Acidos, alcoholes,
fenoles,  ésteres,
antraquinonas,
esteroles,
flavonoides,
triterpenoides,
sacaridos,
carotenoides,
ésteres, cetonas,
lactonas, lignanos y
nucledsidos.

Contienen dos
principales
de compuestos
activos: alcaloides

clases

(p. €j., vincamina) y
taninos.

Terpenoides y
polifenoles, como
carnosol,
carnésico y 4cido
rosmarinico.

acido

Flavonoides (p. ej.,
quercetina,
isorhamnetina),
carotenoides  (p.
ej., caroteno,
licopeno), taninos,
triterpenos,
glicéridos y
aminoacidos.

Formas: extracto
etandlico de hojas
de plantas

mezclado con agua.
Vias: oral y tépica

Formas: extracto
etandlico de hoja
Vias: tépica
Formas: extracto
acuoso y aceite
esencial.

Vias: inyeccion
topica e

intraperitoneal

Formas: extracto
acuoso de hoja,
aceite de semilla.

Vias: tépica y oral

Mejora el contenido de
hidroxiprolina 'y reduce
tanto el area de la herida
como el tiempo de
epitelizacién en heridas de
escision.

Actividad  antimicrobiana
contra Pseudomonas
aeruginosa y
Staphylococcus aureus;
aumenta la fuerza de la
herida, la epitelizacion y la
contraccidn de la herida.

Reduce la inflamacién vy
mejora la contraccion de la
herida, la reepitelizacidn, la
angiogénesis y el depdsito
de coldgeno.

Actividad antioxidante vy
antiinflamatoria; estimula
el proceso de curacion;
mejora la contraccion de la
herida y la epitelizacion;
aumenta el contenido de
hidroxiprolina y proteina en
la herida.

Nativa del sureste
asidtico y Australia,
se ha distribuido
ampliamente por
los  trépicos vy
naturalizada en

América  Central,
Sudamérica y
Africa.

Originaria de
Madagascar,

actualmente esta
naturalizada en
casi todas las

regiones tropicales.

Su cultivo estd
extendido por toda
el area

mediterranea.

Nativa de Europa,
Asia Menor vy el
Caucaso.

(Nayak et al.,
2009; Palu et al.,
2010)

(Nayak & Pinto
Pereira, 2006;
Satish et al.,
2021)

(Abu-Al-Basal,
2010; Khezri et
al., 2019; Li
Pomi et al.,
2023)

(Priyadarshi et
al., 2022;
Upadhyay et al.,
2011)

En los ultimos afios, se ha avanzado significativamente en la introduccidn de recursos naturales
en forma de formulaciones tdpicas como agentes terapéuticos para el tratamiento de heridas.
Estos enfoques innovadores no solo buscan acelerar el proceso de cicatrizacion, sino también
mejorar la calidad de vida de los pacientes. Entre los materiales mas comunes utilizados en
este dmbito se encuentran los hidrocoloides, los hidrogeles y los alginatos (Rezvani et al., 2019).

Las formulaciones mas efectivas para la cicatrizaciéon de heridas provienen de recursos
naturales que contienen fitoquimicos como flavonoides, alcaloides y saponinas. Estos
compuestos son ampliamente reconocidos por sus potentes propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias y antioxidantes, lo que los convierte en componentes esenciales para
favorecer la cicatrizacién (Datti et al., 2022).

La interaccion sinérgica de estos fitoquimicos no solo mejora los procesos naturales de curacion
del cuerpo, sino que también estimula la regeneracién de la piel. Al combatir infecciones y
reducir la inflamacién de manera eficaz, estas formulaciones aceleran la reparacion del tejido
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y disminuyen la formacion de cicatrices. Ademas, sus propiedades antioxidantes ayudan a
mitigar el estrés oxidativo en los tejidos dafados, contribuyendo a una recuperacién mas
saludable (Bhoyar et al., 2023).La incorporacion de estos recursos naturales en los productos
de cuidado de heridas ofrece un enfoque prometedor para el desarrollo de terapias mas
efectivas y holisticas en la gestidn de heridas.

2.3.3.2. MIEL, COMO EXTRACTO BIOACTIVO EN APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS
CUTANEAS.

También, destaca como extracto bioactivo con propiedades curativas, la miel que ha sido
utilizada desde tiempos remotos para acelerar la curacién de heridas (Van den Berg et al.,
2008), donde descubrimientos arqueoldgicos y textos antiguos indican que civilizaciones como
la egipcia, griega y romana recurrieron a la miel para el tratamiento de heridas cutaneas
(Minden-Birkenmaier & Bowlin, 2018), sumando a una extensa evidencia de su capacidad para
el favorecimiento del proceso cicatrizacion cutdnea (Molan, 2006; Oryan et al., 2016;
Tashkandi, 2021; Yaghoobi et al., 2013); ello asociado, al establecimiento de los antibidticos en
la década de los 40’s (1940-1950) como tratamiento estandar, conllevo que la utilizacion de
miel como alternativa en el tratamiento para heridas perdiera consideracion como posible
terapia cutdnea (Clardy et al., 2009). No obstante, en la actualidad el aumento de la resistentes
a los antibidticos, respaldan el renacimiento de la terapia cutanea basada en la utilizacién de
miel en el tratamiento de heridas, como también agente antibacteriano de amplio espectro
natural en la medicina clinica (Minden-Birkenmaier & Bowlin, 2018).

La miel es un producto natural elaborado por diversas especies de abejas en todo el mundo, se
obtiene del procesamiento del néctar recolectado por las abejas de la vegetacidn circundante,
resultando en una solucidon densa y viscosa compuesta por azucares, proteinas, enzimas y
aminodcidos (Minden-Birkenmaier & Bowlin, 2018). Sus componentes incluyen agua, sacarosa,
glucosa, fructosa, aminoacidos, cera de abejas, polen, pigmentos, minerales y glucosa oxidasa,
que transforma la sacarosa en glucosa y fructosa simples y produce acido glucénico (Stewart
et al., 2014). Aunque cada uno de estos componentes posee propiedades curativas que se
encuentran por separado en productos farmacoldgicos, en la miel se combinan todas estas
actividades beneficiosas para la cicatrizacion (Molan & Rhodes, 2015). La actividad
antioxidante de la miel se ve potenciada por la presencia de compuestos fendlicos, los cuales
son transferidos desde las plantas al néctar y posteriormente a la miel (Bahari et al., 2022).
Estos compuestos, como los acidos fendlicos y los flavonoides, tienen la capacidad de
neutralizar los radicales libres, reduciendo asi el dafo tisular y la inflamacion.

En el ambito biomédico, la miel se ha utilizado para tratar heridas, quemaduras e
inflamaciones, y su efecto se ve potenciado cuando se combina con agentes antimicrobianos
(Thirupathi et al., 2022). Estudios previos han demostrado que las posiciones de los grupos
hidroxilo en el anillo aromatico de los acidos fendlicos tienen un impacto significativo en su
efecto antioxidante (Oryan et al., 2016). La miel es reconocida como un recurso médico
ancestral en el tratamiento de Ulceras, escaras y otras infecciones cutaneas derivadas de
guemaduras y diversas lesiones cutaneas (p. ej., cortes, Ulceras, heridas quirurgicas) (Cooper
et al., 2002; Tashkandi, 2021), sus propiedades curativas se atribuyen a su actividad
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antibacteriana, su capacidad para mantener un entorno humedo en la herida que favorece la
cicatrizacion y su viscosidad especifica que actua como barrera mecdanica protectora contra el
ingreso de infecciones en la zona afectada (Lusby et al., 2005). Actualmente, existen numerosos
estudios que destacan la eficacia de la miel como vendaje en heridas, quemaduras, Ulceras
cutaneas e inflamaciones; sus propiedades antibacterianas aceleran la formacién de nuevo
tejido para la recuperacién de la herida (Reham F. El-Kased et al., 2017; Lusby et al., 2002; Yasin
et al., 2023).

En términos curativos, la miel puede contribuir a la recuperacion de tejidos dafiados y al
proceso de recuperacion de las heridas cutaneas debido a su contenido alto de azucar, la
generacion de especies reactivas de oxigeno y sus propiedades antiinflamatorias (Mieles et al.,
2022); ademas, puede eliminar la infeccién en la herida, promover el crecimiento de tejidos y
la regeneracién de la epidermis, asi como reducir la formacién de cicatrices (Bahari et al.,
2022). Estos aspectos son importantes en las diferentes etapas de cicatrizacién de heridas; por
ejemplo, durante la fase inflamatoria, la miel puede inhibir el crecimiento bacteriano, ajustar
el pH, aumentar la actividad antioxidante y liberar citocinas proinflamatorias (Yilmaz & Aygin,
2020), mientras, que en la fase proliferativa, facilita la epitelizacién y la proliferacién celular y
en la fase de remodelacién, ayuda a restaurar la integridad de la herida y prevenir la formacién
de cicatrices (Gonzalez et al., 2016).

La miel como tratamiento terapéutico, al aplicarse directamente sobre la piel, elimina
rapidamente la infeccidn de las heridas para favorecer la cicatrizacion de heridas quirurgicas
profundas infectadas (Ahmed et al., 2003). Su uso puede estimular la curaciéon en heridas
infectadas que no responden a los tratamientos convencionales como los antibidticos y los
antisépticos (Ahmed et al.,, 2003), incluso en casos de infeccién complejas, tales como
Staphylococcus aureus (Dunford et al., 2000; Natarajan et al., 2001). También, se ha
demostrado su efectividad en el tratamiento de injertos de piel y sitios donantes en pacientes
cronicos (Misirlioglu et al., 2003); ademas, la miel tiene la capacidad de activar los monocitos,
precursores de los macréfagos, para que secreten TNF-a, en conjunto, a la reduccidn de la
liberacidon de 'intermediarios reactivos', puede modular y reducir el dafio tisular debido a sus
caracteristicas inmunomoduladoras (Kalantari et al., 2016; Navaei-Alipour et al., 2021; Tonks
et al., 2003). La aplicacién de miel en heridas también ha demostrado reducir los sintomas de
inflamacién y promover la reduccién del exudado en heridas inflamadas crénicas (Ahmed et
al., 2022; Ahmed et al., 2003; Zelenikova & Vyhlidalova, 2019).

Actualmente, el uso de terapias naturales en el tratamiento de heridas ha ganado atencién en
la medicina moderna debido a sus propiedades antimicrobianas y promotoras de la curacion
(Vaou et al., 2021). La miel, en conjunto, a una serie de productos naturales como la circuma,
Centella asiatica y el Aloe vera, se presentan como opciones biomédicas en el tratamiento de
lesiones cutaneas (Liu et al., 2022). En el caso de la miel, ha sido utilizada como tratamiento
topico desde hace milenios y ha sido reconocida oficialmente como un extracto clinico de
propiedades excepcionales, a menudo en combinacién, con apdsitos de plata u otras
formulaciones para mejorar su efectividad en la terapia cutanea (Alvarez-Suarez et al., 2014;
Masood et al.,, 2019). Ademas, a fecha de hoy se estdn desarrollando diversos apdsitos
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innovadores, basados en extractos vegetales y miel, que prometen revolucionar el campo del
tratamiento de heridas complejas; en donde, se aprovecharian las propiedades curativas y
antimicrobianas, para ofrecer una alternativa eficaz y natural en la curacién de heridas (Gopal
et al., 2021; Noori et al., 2018; Tavakoli & Tang, 2017).

A continuacion, se presenta una tabla con las principales caracteristicas de la miel (TABLA 4).

Tabla 4. Caracteristicas de la miel, como extracto bioactivo.
Formas fisicas y

L. . Evidencia Clinica y de Distribucion .
Extracto Componentes Principales Vias de . e Referencias
. ., Laboratorio geografica
Administracion
Actividades
antioxidantes y eficacia
antiinflamatoria, asi
como eliminar tanto los
Flavonoides, incluidos radicales superoxidos
pinobanksina, crisina vy Formas: i tableta, como los hidroxilo, el (Al-Waili et al., 2011;
pinocembrina, asi como geles, capsula o radical 1,1-difenil 1,3- Producid R. F. El-Kased et al.,
ixi roducido
Miel luteolina, quercetina, 8- elixir u otra forma picrilhidrazilo, los i 2017; Lund-Nielsen et
. liquida . L. mundialmente. )
metoxikaempferol, radicales proxys, el éxido al., 2011; Molan,
isorhamnetina, Vias: tépica y oral nitrico y los radicales 2001)
kaempferol y galangina, libres centrados en el

carbono, radicales libres
de lipidos, y también
peroxinitrito al prevenir
la nitracion de la tirosina

En resumen, existen diversos tipos de apodsitos cutaneos, cada uno con caracteristicas
especificas que los hacen adecuados para diferentes tipos de heridas y etapas de la
cicatrizacion. Los hidrocoloides, que absorben exudado y crean un ambiente humedo,
promoviendo el desbridamiento autolitico, son ideales para heridas con exudado leve a
moderado. Los hidrogeles de alginato, derivados de algas marinas, mantienen un
microambiente humedo en el sitio de la herida, minimizan la infeccién bacteriana y facilitan el
proceso de curacion. Los hidrogeles, compuestos por polimeros naturales y sintéticos, retienen
una alta cantidad de agua, proporcionando alivio del dolor y favoreciendo la migracién celular
en heridas secas y profundas. Los apdsitos de pelicula semipermeable, hechos de poliuretano,
permiten el intercambio de gases y vapor de agua, siendo Utiles en heridas superficiales con
bajo exudado. Las espumas de poliuretano, altamente absorbentes, protegen la herida y son
recomendadas para heridas con exudado moderado a abundante (Bhoyar et al., 2023; Vowden
& Vowden, 2014).

Ademds de los apdsitos, las formulaciones farmacéuticas como cremas y unglentos
desempefian un papel crucial en la cicatrizacion de heridas, ofreciendo una barrera protectora
y facilitando la entrega de agentes terapéuticos (Stan et al., 2021). Ademas, se estan
desarrollando aplicaciones innovadoras que incorporan agentes fitoterapéuticos activos, como
extractos de plantas, incluyendo el aloe vera y la caléndula, reconocidos por sus efectos
cicatrizantes y su capacidad para reducir la inflamacién y el dolor (Vitale et al., 2022). Asimismo,
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la miel, se utiliza en diversas heridas, desde quemaduras hasta ulceras, por su capacidad para
crear un entorno himedo y promover la granulaciéon (Tashkandi, 2021). Otro enfoque
innovador es el tratamiento hiperoxigénico, el cual consiste en aumentar la cantidad de
oxigeno disponible en el tejido dafiado, lo que reduce la inflamacion y promueve la formacién
de nuevos vasos sanguineos, resultando en una cicatrizacién mas rapida y efectiva (Sen, 2009).

En cada etapa de la cicatrizacion, la eleccidon adecuada del apdsito y los tratamientos topicos
es esencial para optimizar la curacién y mejorar los resultados clinicos. A continuacion, se
presenta una tabla con los tipos de tratamiento estandarizado en base a la etapa de la

cicatrizacion (Tabla 5).

Tabla 5. Fases de cicatrizacidn y tipos de tratamiento terapéutico utilizados en cada fase.

TIEMPO TIPO DE
CIFCA,\Q?I'I;SIZI?AECII-SN DESPUES DE ACTIVIDAD ASPECTO TRATAMIENTO
LA LESION UTILIZADO
Capa de contacto
Coagulacién y primaria, pelicula
ETAPA 1 Inmediato liberacién de Sangrado con posible transparente,
HEMOSTASIA factores de exudado claro hidrocoloide,
crecimiento formulaciones
farmacéuticas.
Fagocitosis La piel circundante
2 Espuma,
Los neutréfilos  puede estar . . .
. ) alginato/hidrofibra,
pasan de los vasos enrojecida, caliente e . .
ETAPA 2 Dias1-4 sanguineos al darea hinchada Esfacelo illegelalls
INFLAMACION 8 o hidrogel,
dafiada y blanco/amarillo. .

. formulaciones
comienzan el Exudado farmacéuticas
desbridamiento abundante/moderado ’
Angiogénesis y Tejido granulado

ETAPA 3 Epitelizacion cubierto de tejido
PROLIFERACION Dias 4 — 21 Defecto de relleno  epitelial Espuma,
(GRANULACION Y Restauracidon de la rosado/blanco, muy hidrocoloide.
CONTRACCION) funcidn de la piel delicado. Exudado
Cierre de la herida minimo
Coldgeno original
ETAPA 4 s N e -
REMODELACION Hasta 3 meses resisgtencia ! <F:)om letamente absorbente
(MADURACION) P
Desarrollar fuerza curada.
de tension
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2.4. TRATAMIENTOS DE AVANZADAS EN BIOTECNOLOGIA MEDICA EN EL
TRATAMIENTO DE LAS LESIONES CUTANEAS.

2.4.1 VEGETALES DESCELULARIZADOS, COMO UNA ESTRATEGIA INNOVADORA EN
INGENIERIA TISULAR.

Los biomateriales naturales destacan en la ingenieria de tejidos debido a sus diversas y
favorables propiedades, como una biodegradabilidad adecuada, excelente biocompatibilidad,
facilidad de fabricacién, buena adhesidn, alta absorcidn y permeabilidad, y finalmente, alta
capacidad de regeneracion y reparacion de tejidos dafiados (Chinta et al., 2022; Kamoun et al.,
2017). Ademads, la capacidad de extraerlos desde la biomasa natural, a diferencia de los
andamios sintéticos de origen industrial, los hace mas accesibles, econdmicos vy
ecosustentables (Isaza-Pérez et al., 2020).

Los biomateriales naturales derivados de fuentes renovables como plantas (p. €j., celulosa y
almidén vegetales), animales (p. ej., gelatina, seda, quitosano y coldgeno), algas (p. ej.,
alginato) y microorganismos (p. ej., celulosa bacteriana y dextrano) han llevado al desarrollo
de nuevos biomateriales para la ingenieria de tejidos (Ige et al., 2012; Troy et al., 2021). Sin
embargo, aunque estos biomateriales imitan algunas propiedades de los tejidos nativos, su uso
esta limitado debido a problemas como la capacidad limitada de ajuste, tasa de degradacién
incontrolable y resistencia mecanica insuficiente (Reddy et al., 2021).

Recientemente, los andamios basados en plantas han surgido como biomateriales
prometedores, dada su alta superficie, redes vasculares naturales, rangos de porosidad
variables, rigidez, propiedades mecanicas y transporte de agua (Adamski et al., 2018; Hickey &
Pelling, 2019). Para su aplicaciéon biomédica, se requiere el proceso de descelularizacidon que
consiste en la eliminacion, casi por completo (>90%), del material celular del tejido vegetal. La
descelularizacién tiene el objetivo de generar un andamio tridimensional acelular (carcasa
estructural) utilizando métodos fisicos, quimicos y bioldgicos, preservando la estructura,
composicion y propiedades mecanicas de la matriz extracelular (ECM, del inglés Extracellular
matrix) del vegetal nativo (Gilbert et al., 2006). Para minimizar la alteracion de la composicion
de la ECM, los protocolos de descelularizacion en las plantas deben adaptarse especificamente,
considerando caracteristicas del tejido como la densidad celular, el tipo de planta, las partes
anatémicas (p. ej., tallo, hoja, raiz) y los agentes de descelularizacién utilizados en el proceso,
respectivamente (Arslan et al., 2023)

La descelularizacién de tejidos vegetales ha surgido como una alternativa para crear andamios
de ingenieria de tejidos sin los riesgos asociados a los tejidos animales (Modulevsky et al.,
2014). Dado que en el reino vegetal existe una gran variedad de arquitecturas, los andamios
descelularizados derivados de plantas pueden seleccionarse segln su estructura y propiedades
nativas para imitar una multiplicidad de tejidos de mamiferos (Gershlak et al., 2017). De hecho,
ademas de su facil disponibilidad, bajo costo econdmico, facilidad de utilizacion, elevada
biocompatibilidad y ausencia de problemas éticos (Modulevsky et al., 2016). Hasta el
momento, se han explorado una variedad de plantas para su uso potencial en ingenieria de
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tejidos, incluyendo Spinacia oleracea (espinaca) (Dikici et al., 2019; Gershlak et al., 2017),
Brassica oleracea (repollo) (Salehi et al., 2021), Allium porrum (puerro) (Toker et al., 2020),
Apium graveolens (apio) (Contessi et al., 2020), Daucus carota (zanahoria) (Contessi et al.,
2020), Malus domestica (manzana) (Modulevsky et al., 2016) e incluso macroalgas, como Ulva
sp. y Cladophora sp. (Bar-Shai et al., 2021).

Los tejidos vegetales descelularizados ofrecen una alternativa viable, como andamios para la
ingenieria de tejidos, debido a su estructura tridimensional, ya que imitan los tejidos nativos y
ofrecen un microambiente mimético para el crecimiento de las células. Los andamios vegetales
descelularizados podrian superar los problemas de disponibilidad, los altos costos y las
preocupaciones éticas, relacionadas con el uso de fuentes animales (Contessi et al., 2020). La
amplia variedad de caracteristicas que ofrecen diferentes plantas ofrece una gran oportunidad
para el desarrollo de andamios innovadores, basdandose en las peculiaridades
morfoestructurales, como mecdanicas de cada vegetal especifico. Sin embargo, a pesar de las
ventajas que presentan los andamios descelularizados derivados de plantas y los resultados
prometedores obtenidos hasta ahora, la versatilidad de estas estructuras en términos de los
tejidos que podrian regenerar potencialmente aun no ha sido completamente desarrollado y
sélo se cuenta con algunas incipientes aproximaciones in vitro (Harris et al., 2021; Hasan et al.,
2024; Zhu et al.,, 2021). La ingenieria tisular vegetal que surge a partir de las diversas
caracteristicas que presentan las diferentes plantas, como morfologia, estructura vy
propiedades mecanicas, representan una alternativa Unica, ecosostenible e innovadora para el
desarrollo de andamios en medicina regenerativa (Contessi et al., 2020). Por ejemplo, en la
Figura 8 se pueden observar las diferentes técnicas de descelularizacién vegetal para la
obtencién de andamios de origen vegetal.

Procesamiento por Inmersion y Agitacion

Procesamiento impulsado por Gravedad

Procesamiento de Fluidos Supercliticos

(a)
u Difusién de los
quimicos a
£ través de los
L ) poros

-9

(b)

Perfusion de los
quimicos por el

- sistema vascular
i . innato

9-OF

1
(c) -
o) A
- v ! ' Eliminacion de
- Y los componen-
1 tes celulares a
A través de fluidos

supercliticos

. = cr

Ventajas
Ideal para plantas donde los detergentes no pueden
acceder al sistema vascular
Facilidad y uso
Mas accesible

Desventajas
Danos en andamios causados por fuerzas mecanicas
Descelularizacion heterogénea
Tiempo necesario para producir el andamio descelu-
larizado
Optimizacién de la velocidad de agitacion, inmersion,
tiempo y concentracion de las sustancias quimicas

Ventajas
Ideal para plantas que tienen un sistema vascular
innato
Transporte del detergente a todos los rincones de la
planta

Desventajas

- Residuos vasculares pueden bloguear la estructura
vascular
Dano al andamio causado por el transporte de
sustancias quimicas a través del sistema vascular
Optimizacion del tiempo de tratamiento y concen-
tracion de los detergentes

Ventajas
Tiempo de descelularizacion notablemente més corto
comparado con otros procesos
Sin procedimiento de esterilizacién adicional
Desventajas
- Optimizacion de la presion del disolvente de dioxido
de carbono, el porcentaje de cosolvente y el tiempo
de tratamiento
Dafio al andamio debido al uso de cosolvente y
presioén

Figura 8. Técnicas de descelularizacién para la obtencidn de andamios de origen vegetal, destacando sus
ventajas y desventajas. Representacidn esquemadtica del uso de agentes quimicos en (A) procesos basados
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en inmersidn y agitacién, los cuales son ampliamente accesibles y relativamente simples, aunque pueden
requerir largos tiempos de descelularizacion y presentar riesgos de degradacion del andamio. (B) impulsados
por gravedad, como la perfusion, son eficaces en plantas con sistema vascular, asegurando una distribucién
uniforme de agentes descelularizantes. Esto preserva la integridad del andamio mientras elimina
eficientemente los componentes celulares. (C) basados en fluidos supercriticos (SC-CO,), ofrecen tiempos
de descelularizacion mas cortos en comparacién con otros métodos, pero pueden causar dafio al andamio
debido al uso de cosolventes y altas presiones (Arslan et al., 2023).

2.4.2 TRATAMIENTO HIPEROXIGENICO, BASADO EN TERAPIA FOTOSINTETICA, COMO
ESTRATEGIA DE INGENIERIA TISULAR.

Diversas investigaciones recientes se han centrado en el papel del oxigeno en diversas
enfermedades crdnicas no transmisibles. La hipoxia, o suministro insuficiente de oxigeno,
puede conllevar el desarrollo de diversas enfermedades, incluidas heridas crdnicas, accidente
cerebrovascular y enfermedad cardiaca isquémica (Frykberg, 2021).

En particular, las heridas cutdneas crdnicas, generalmente, van asociadas a condiciones
hipdxicas debido a la falta de oxigeno en el lecho tisular, lo que afecta significativamente los
procesos de cicatrizacion (Kranke et al., 2015). Las heridas crdnicas cutaneas se caracterizan
por tener una baja presién parcial de oxigeno (pO;) en el centro de la herida, lo cual reprime
los procesos esenciales de cicatrizacidn tisular (Frykberg et al., 2023; Gupta et al., 2022; Sen,
2009). Asi es como, las lesiones crénicas cutaneas tienen asociado, un desbalance tisular que
involucra: la interrupcién del suministro vascular, la inflamaciéon crénica, la sobrecarga
bacteriana y el déficit de oxigeno crdnico, a nivel local. El proceso de hipoxia crénica cutanea
es capaz de dificultar la recuperacion tisular, debido la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), falta de sefializacion intracelular y la aparicion de agentes bacterianos (Gottrup
etal., 2017).

El proceso de oxigenacidn tisular es crucial en la cicatrizacién de heridas cutdneas; a pesar, de
gue la hipoxia aguda (en breve tiempo) es capaz de estimular la neovascularizacion y acelerar
la cicatrizacion momentanea. En el caso de las heridas crdnicas, el proceso hipoxia sostenido
(modo crénico) es un factor predominante en el retraso de la cicatrizacion debido a que altera
las actividades de las células reparadoras (p. ej., fibroblastos y queratinocitos), lo que provoca
la necrosis tisular y disminuye la angiogénesis, lo cual reprime la cicatrizacidn del tejido cutaneo
(Darby & Hewitson, 2016). Por lo tanto, un suministro adecuado de oxigeno puede cambiar
este proceso patolégico y promover el proceso de cicatrizacidon cutdnea; por ello, se han
explorado diversos métodos para suministrar oxigeno a las heridas, tanto de manera sistémica
como local, incluyendo la terapia de oxigeno hiperbarico (HBOT) y la terapia de oxigeno tdpica
(TOT) (Barysch & Lauchli, 2020; de Smet et al., 2017; Gottrup et al., 2017).

La oxigenoterapia hiperbarica (HBOT, por sus siglas en inglés) consiste en el uso de oxigeno al
100% a presiones superiores a la atmosférica. Durante el tratamiento, el paciente respira
oxigeno al 100% de manera intermitente mientras la presidon en la cdmara de tratamiento se
eleva por encima de 1 atmodsfera absoluta (ATA), mejorando el suministro de oxigeno a los
tejidos afectados, lo cual es crucial para el proceso de cicatrizacién (Ortega et al., 2021; Sahni
et al., 2004). La terapia de oxigeno tdpica (TOT) se define como la administracién de oxigeno
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aplicada directamente sobre el tejido lesionado mediante sistemas de difusiéon continua o
presurizada. Aunque también, existen apdsitos, geles y sprays de hemoglobina que pueden
liberar oxigeno cuando se aplican a las heridas (Gottrup et al., 2017). Especificamente, existen
tres tipos generales de sistemas de administracion fisica para la TOT: los sistemas que
proporcionan una entrega continua de oxigeno (CDO), tales como: TransCu O, EpiFlo y Natrox
(Frykberg, 2021). La evidencia actual aun no proporciona resultados consistentes o
significativos en ambos tratamientos terapéuticos, lo que subraya la necesidad de estudios mas
amplios y rigurosos (Al-Jalodi et al., 2022; Kimmel et al., 2016).

También, de forma complementaria se han disefiado apdsitos que suministran oxigeno
localmente a través de compuestos quimicos como peroxido de hidrégeno, perdxido de calcio
y perfluorocarbonos (Lim & Jang, 2021). Actualmente, estos apdsitos representan un enfoque
prometedor en Biomedicina, pero presentan limitaciones como toxicidad local, poca
estabilidad y un suministro de oxigeno de corto plazo (Ortega et al., 2022).

Una tecnologia de una mirada visionaria, es la utilizacién de microalgas como elementos
celulares capaces de liberar O,, de forma in situ. A fecha de hoy, las microalgas estdn ganando
gradualmente el favor de los investigadores debido a su abundancia natural, bajo costo y buena
biocompatibilidad en comparacion con los tratamientos oxigénicos tradicionales; por ello, en
los ultimos afios, el campo de investigacidn sobre microalgas ha experimentado un crecimiento
significativo, como una alternativa prometedora para aumentar la concentracion local de
oxigeno en procesos de cicatrizacion de heridas (Chen et al., 2020; Kang et al., 2024; Miguel et
al., 2021) y otros ambitos médicos, tales como: antitumorales (Qiao et al., 2020; Wang et al.,
2022), tratamiento de accidentes cerebrovasculares e isquemia (Ozugur et al., 2021; Wang et
al., 2021), y preservacion de érganos (Veloso-Giménez et al., 2021; Yamaoka et al., 2012).

En el contexto de la cicatrizacion de heridas, se ha observado que los andamios que contienen
microalgas pueden disminuir la hipoxia tisular in vitro (Corrales-Orovio et al., 2023; Hopfner et
al., 2014; Mao et al., 2024). Ademas, estos andamios también han sido probados en modelos
murinos (Chavez et al., 2016; Kang et al., 2024), como también se ha realizado el primer estudio
clinico en pacientes humanos (Obaid et al., 2021). Esto sugiere un gran potencial para la
aplicacion clinica de las microalgas en el tratamiento de heridas y otras condiciones médicas,
respaldado por evidencia experimental sdlida.

2.5. MODELOS EN EL ESTUDIO DE LA CICATRIZACION DE HERIDAS

Los estandares éticos en la investigacidn cientifica prohiben el empleo de seres humanos como
sujetos clinicos directos, especialmente aquellos con una capacidad de cicatrizacién reducida,
si ello implica un riesgo de lesién para el sujeto (Varkey, 2021). No obstante, es crucial
demostrar clinicamente la eficacia de los medicamentos, asi como investigar sus acciones
farmacoldgicas, caracteristicas toxicoldgicas y eficacia en el tratamiento de heridas. Por tanto,
el uso de modelos se convierte en un método especifico para entender las complejidades del
proceso de cicatrizacion de heridas, garantizando al mismo tiempo el establecimiento de la
eficacia del candidato a tratamiento. En este sentido, se han desarrollado diversos modelos in
vitro e in vivo para examinar dicho proceso, siendo herramientas esenciales que facilitan la

46



realizacién de investigaciones traslacionales con estudios clinicos relevantes que puedan
mejorar el cuidado y manejo de las heridas (Sarian et al., 2023).

Antes de que un producto farmacéutico sea comercializado o utilizado con fines médicos, se
realiza un estudio detallado, que comienza con pruebas in vitro, ademas de evaluaciones
preclinicas y clinicas. Por ejemplo, células como fibroblastos, macrdfagos, queratinocitos y
endoteliales pueden ser adquiridas comercialmente (Stamm et al., 2016b). Algunos
investigadores también han recurrido a modelos in vitro para generar cultivos de érganos (Al-
Lamki et al., 2017). Por otro lado, los modelos in vivo se basan principalmente en modelos
animales (tales como cerdos, conejos, ratas, ratones o peces cebra) para estudiar cdmo sanan
las heridas en tejidos y dérganos (Grada et al., 2018), mientras que los estudios clinicos
involucran a humanos como sujetos de estudio.

Dada la complejidad del proceso de cicatrizacién de heridas, es necesario recurrir tanto a
modelos in vitro como in vivo, a pesar de sus diferencias. Los modelos in vitro se caracterizan
por ser rapidos, simples, menos costosos y generar minimas consideraciones éticas (Stamm et
al., 2016b). Permiten examinar directamente como un cambio ambiental o una sustancia afecta
al tejido sin influir en otros componentes (Shrivastav et al., 2018; Ud-Din & Bayat, 2017), lo que
los convierte en herramientas valiosas para estudiar el mecanismo de accion de un compuesto
(Sorg et al., 2017). Sin embargo, estas ventajas vienen acompafiadas de limitaciones, ya que
los modelos in vitro no pueden reproducir completamente procesos dinamicos de cicatrizacion,
como la inflamacién o la angiogénesis, y carecen de la complejidad bioldgica presente en
organismos Vivos.

Por otro lado, los modelos in vivo son considerados superiores para evaluar el potencial de
cicatrizacion de heridas, ya que replican de manera mas fiel el proceso observado en humanos.
Permiten la evaluacion simultdnea de multiples factores de cicatrizacion en un entorno
complejo, aunque su utilizacion implica procedimientos éticos rigurosos para obtener la
aprobacion de comités de ética animal. A pesar de sus ventajas, los modelos in vivo también
presentan limitaciones, como la dificultad para examinar componentes tisulares individuales y
la necesidad de crear heridas que sean representativas de las observadas en la practica clinica
(Sarian et al., 2023).

2.5.1. MODELOS IN VITRO DE LESIONES CUTANEAS.

El primer modelo de evaluacién rapida para investigar la cicatrizacion de heridas en el
laboratorio (modelo in vitro) se basa en un sistema de células individuales, destacado por su
rapidez, fiabilidad y coste asequible. La técnica comiunmente empleada es el “ensayo de
raspado”, donde se crea una herida mecdnica en una monocapa de células utilizando
instrumentos punzantes como la punta de una pipeta (Liang et al., 2007). También se utilizan
dispositivos de rascado como raspadores de células especiales, microindentadores metalicos y
palillos de dientes. Ademas, se pueden utilizar métodos de destruccion mecanica como el
método de “estampado”, heridas térmicas, eléctricas y dpticas para inducir lesiones en las
células. Estos métodos permiten evaluar tanto el cierre de la herida como la migracién celular
(Stamm et al., 2016a). Sin embargo, el ensayo de raspado presenta desventajas importantes,

47



como la creacién de rasguiios irregulares durante la manipulacién manual y el posible dafio de
los revestimientos de la matriz extracelular en el plato de cultivo celular (Goetsch & Niesler,
2011). Ademas, las células eliminadas pueden acumularse en el borde de la brecha introducida
artificialmente, lo que podria obstaculizar el analisis de datos y comprometer la proliferacidony
migracion necesarias para el cierre de la herida (Ashby & Zijlstra, 2012).

El desarrollo de modelos in vitro ha contribuido significativamente a la comprensién de los
procesos de cicatrizacion de heridas, permitiendo estudiar diversos aspectos como la
proliferacion celular, la migracién, la sintesis de proteinas, la interaccién célula-célula y célula-
matriz, la resistencia a la tension y la dindmica del proceso (Pastar et al., 2018). Se han realizado
estudios para identificar rapidamente los posibles efectos de cicatrizacidon de heridas de los
compuestos o elementos seleccionados utilizando tres modelos principales: sistemas de
células individuales (Cui et al., 2021), sistemas multicelulares (Miranda-Azpiazu et al., 2018) y
cultivos de drganos (Varani, 2012). Estas investigaciones son fundamentales para el desarrollo
de nuevos modelos in vitro destinados al estudio de la cicatrizacion de heridas. La Figura 9
proporciona detalles sobre estos modelos y representaciones de heridas utilizados en los
estudios.

Sistema Unicelular Sistema Multicelular Cultivo de érganos

3‘ / ‘ : = Parametros del : - /
Wim— l : estudio de cocultivo:
interaccion célula-

célula.

Parametros de
estudio de piel
intacta: epitelizacion,
resistenciaa la

Pardmetros de {.",
21

Parametros de estudio : estudio 3D: traccién, morfologia.
monocapa/2D: ! interaccion célula-

Proliferacién, Migracion ! matriz, contraccion

y sintesis de proteinas : de la herida.

Figura 9. Modelos in vitro utilizados en estudios de cicatrizacion de heridas. Se ilustran tres modelos
principales utilizados para estudios de cicatrizacion de heridas: el sistema unicelular, que emplea parametros
de estudio en monocapa o 2D; el sistema multicelular, que utiliza pardmetros de estudio en cocultivo y en
3D; y el cultivo de dérganos, que se centra en el estudio de la piel intacta como pardmetro principal. Estos
modelos son fundamentales para comprender y simular procesos complejos de cicatrizacién de heridas en
entornos controlados de laboratorio (Sarian et al., 2023).

2.5.2. MODELOS IN VIVO DE LESIONES CUTANEAS.

Los modelos in vivo (modelos murinos) son fundamentales para comprender los procesos
celulares y moleculares de la cicatrizacién de las heridas. Ademas, este tipo de modelos son
altamente predictivos para la evaluacidn de la efectividad de los tratamientos farmacoldgicos,
en la cicatrizacién de heridas. Este tipo de abordaje conlleva la generacion de un tipo de heridas
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cutdnea (p. ej., quemadura, incision cutanea, etc.) en animales de laboratorio con el objetivo
del monitoreo del cierre de la herida y estudiar el tiempo de cicatrizacién (Ahmad, 2023).

Las lesiones cutdneas son utilizadas en diversos modelos animales, tales como: ratas, ratones,
conejos y cerdos para la comprension de la evolucion del proceso de cicatrizacidn de la herida,
empleando una variedad de tipos de danos. Sin embargo, debido a las diferencias anatdomicas
y fisiolégicas entre los modelos animales y los seres humanos, no existe un consenso claro
sobre cudl modelo animal es el mas apropiado (Saeed & Martins-Green, 2024; Saeed &
Martins-Green, 2022; Sami et al., 2018). Por lo tanto, al emplear modelos animales, es
imperativo seguir los principios de las 3R (reemplazo, reduccién y refinamiento) con el objetivo
de garantizar un tratamiento ético hacia los animales. Ademas, cabe destacar que la eficacia
en la cicatrizacién de heridas se ve influenciada por factores experimentales, tales como: el
modelo animal, el tipo de apdsito, la ubicacion de la herida y el microbiota (Ahmad, 2023; Elliot
et al.,, 2018).

Las técnicas mds comunes para evaluar la cicatrizacién de heridas en modelos in vivo con el
uso de apdsitos (p. ej., parches, hidrogeles, cremas) incluyen: (i) la observacién visual para
medir cambios en el tamafo de la herida; (ii) el analisis de la tasa de cicatrizacion mediante
epitelizacion, vascularizacion y deposicion de la matriz extracelular; (ii) ensayos bioquimicos de
metabolismo de colageno, el estrés oxidativo o la actividad de la mieloperoxidasa; y (iv)
estudios histoldgicos (p. ej., conteo nuclear, proteinas cutdaneas) e estudios
inmunohistoquimicos, como la liberacién de citoquinas y factores de crecimiento (Masson-
Meyers et al., 2020). Estas técnicas de evaluacion proporcionan informacion detallada sobre
las caracteristicas de la herida, tales como: el crecimiento del tejido, el grado de cicatrizacion,
la vascularizacion y la presencia de contaminacion bacteriana (Deng et al., 2022; Shrivastav et
al., 2018).

Los métodos de evaluacion de la cicatrizacion de heridas se clasifican en: no invasivos e
invasivos, dependiendo del enfoque utilizado. Los métodos no invasivos incluyen la
observacién visual macroscépica, la medicién de la tasa de cicatrizacién (cambio en el area
superficial de la herida y trazado de la misma) y la evaluacidn biofisica de |la herida mediante
técnicas de imagen in vivo, como la tomografia de coherencia éptica (OCT), la espectroscopia
difusa en el infrarrojo cercano y la microscopia confocal de barrido laser (Yazdanpanah et al.,
2021). Por otro lado, los métodos de evaluacidn de heridas invasivos comprenden enfoques
bioquimicos, histolégicos e inmunoldgicos. Ejemplos de ensayos bioquimicos utilizados para
medir diversas macromoléculas, como la actividad de los macréfagos, incluyen ensayos de
mieloperoxidasa para evaluar la fase inflamatoria y el reclutamiento/acumulacién de
neutrdfilos, perfiles de estrés oxidativo para cuantificar oxigeno y nitrégeno reactivos y N-
acetilglucosaminidasa (Barreto et al., 2016; Chiang et al., 2017).
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CAPITULO Ill. MARCO
METODOLOGICO
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El proyecto consiste en la generacion de innovaciones biotecnolégicas dirigidas a mejorar el
proceso de cicatrizacion de lesiones cutaneas. Este enfoque integral incluye el desarrollo y la
caracterizacion de andamios biotecnoldgicos avanzados, disefiados para estimular el
crecimiento celular y el desarrollo de prueba de laboratorio para la validacién de sus
capacidades, como andamios cutdneos innovadores para ser utilizados en Biomedicina.

El proyecto consta de dos etapas:
1. Desarrollar andamios biotecnolégicos ecosustentables para aplicaciones en
lesiones cutaneas croénicas.
2. Desarrollar estudios in vitro aplicados de los andamios biotecnoldgicos cutaneos
generados, a partir de técnicas de ingenieria tisular.

El cuadro esquematico, de la Figura 10 representa un diagrama conceptual de las etapas | y Il
de la propuesta de investigacidon que ha sido desarrollada experimentalmente.

Innovaciones
Biotecnoldgicas

v | :

Generacion de ]

Sndarl Andamio
Bi tecr?olgm::oo N°*T: Biotecnoldgico N°2:
e gic . Andamio hibrido
Hidrocoloide

Z | ecosostenible

o

< I !

Ll Caracterizacion
estructural

Caracterizacion
estructural

< . ' o
o. Aplicacion Aplicacién
.S Experimental Experimental
w !

Figura 10. Diagrama esquematico de las etapas del proyecto (Este estudio).

OBJETIVO |: DESARROLLAR ANDAMIOS BIOTECNOLOGICOS ECOSUSTENTABLES PARA
APLICACIONES EN LESIONES CUTANEAS CRONICAS.

A grandes rasgos, se plantea la generacion de dos tipos de andamios para aplicaciones en
lesiones cutdneas, basados en innovaciones de ingenieria tisular. El primer andamio
biotecnoldgico corresponde a un hidrocoloide bioactivo, que consiste en un apdsito delgado
gue incorpora agentes gelificantes hidrofilicos (p. ej., gelatina, carboximetilcelulosa sédica y
pectina) dentro de un compuesto adhesivo, laminado con una capa exterior flexible y resistente
al agua. Este tipo de apdsito es conocido por su capacidad de absorcién y mantener un
ambiente humedo, lo que favorece la cicatrizacion (Thomas, 2008).
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El segundo andamio biotecnoldgico es parche ecosustentable hibrido, basado en dos interfases
estructurales: una capa interna basada en vegetal descelularizado y una capa externa, derivada
de un hidrogel, confeccionado a partir de alginato. La monocapa interna fue obtenida tras un
proceso de descelularizacién de una hoja de banana, como la zona de contacto cutdnea y una
capa gelificante derivada de un hidrogel de alginato, que tiene incorporado un sistema
fotosintético para la liberacidn de oxigeno.

Los andamios biotecnoldgicos cutaneos, han sido caracterizados y evaluados mediante: sus
propiedades organolépticas y fisicas, tales como su apariencia, textura y caracteristicas
sensoriales que podrian influir en su aplicacién (en el caso de hidrocoloide bioactivo) y
mediante caracterizacion estructural (p. ej., microscopia electrénica), molecular (p. €j., ensayo
de ADN) y reoldgica (p. €j., rigidez estructural) (en el caso de parche ecosustentable hibrido).
Finalmente, los andamios biotecnoldgicos son sometidos a estudios in vitro para estudiar sus
propiedades superabsorbentes, biocompatibilidad y capacidad de liberacién de principios
bioactivos.

En conjunto, estas metodologias proporcionan una evaluacion integral de los andamios
desarrollados, permitiendo determinar su idoneidad para futuras aplicaciones en modelos de
cicatrizacion y su potencial en la ingenieria tisular, como también su posible escalabilidad en
aplicaciones de Biomedicina (Figura 11).

pu
Generacion de

Andamios
{
l Andamio #1 Andamio #2
Hidrocoloide Parche Vegetal
v b v
Hoja Hidrogel de
H Descelularizada Alginato
oL l --------------------- » Caracterizacion <-------=---z-coooean l -t
Estructural
» Histologia
A « Microscopia
* Organoléptico Electronica de Barrido
« Propiedades fisicas (SEM)
Molecular
» Extraccion de ADN
» Cuantificacién de ADN

Figura 11. Diagrama esquematico de la metodologia para el desarrollo de una estrategia de ingenieria
tisular y caracterizacion molecular para aplicaciones en modelo de cicatrizacion (Este estudio).
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3.1. GENERACION DE ANDAMIO BIOTECNOLOGICO #1: HIDROCOLOIDE BIOACTIVO.

3.1.1. GENERACION DE ANDAMIO DE HIDROCOLOIDE PARA APLICACIONES
BIOTECNOLOGICAS

Se prepararon peliculas de hidrocoloide mediante la disolucién de polimeros en solvente. Las
peliculas poliméricas producidas estan compuestas de gelatina (Sigma-Aldrich, 6% p/v), pectina
(Sigma-Aldrich, 3.5% p/v) y carboximetilcelulosa de sodio (Sigma-Aldrich, 3.5% p/v). Los
compuestos poliméricos fueron pesados en balanza digital, para luego ser disueltos
gradualmente en agua destilada. Posteriormente, se afiadio glicerol (Loba Chemie, 10% v/v) y
propilenglicol (Sigma-Aldrich, 5% v/v) hasta formar un gel homogéneo mediante agitacion
constante a 500 rpm. El gel fue calentado 50°C durante 30 minutos para asegurar la disolucion
completa. Finalmente, se vertieron 25 g. del gel en una placa de petri de poliestireno
transparente (diametro =90 mm) y se ha dejado secar en el horno a 39 + 3 °C, durante 24 horas
para la formacidn del andamio hidrocoloide (Figura 12) (Chin et al., 2018).

Carboximetil- Pectina Gelatina
celulosa

Andamio de Hidrocoloide

Figura 12. Metodologia para la generaciéon de andamio de hidrocoloide para aplicaciones en modelo de
cicatrizacion (Este estudio).

3.2. GENERACION DE ANDAMIO BIOTECNOLOGICO #2: PARCHE ECOSUSTENTABLE HiBRIDO.

3.2.1. ESTANDARIZACION DEL PROTOCOLO DE OBTENCION DE ANDAMIO VEGETAL
DESCELULARIZADO PARA APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Se realizaron comparaciones entre diferentes métodos de descelularizacién utilizados en
tejidos vegetales por medio de detergentes idnicos (SDS) y no idnicos (Tritdon-X-100), con el fin
de evaluar la eficacia de cada protocolo establecido. En donde, se implementaron seis
protocolos diferentes: Dikici et al., 2019; Gershlak et al., 2017; Lacombe et al., 2020; Robbins
et al., 2020; Salehi et al., 2020; Wang et al., 2020, utilizando hojas de espinaca como modelo
vegetal para el estudio debido a su facilidad de adquisicion y su uso extendido en
investigaciones anteriores con métodos de descelularizacién (Figura 13).
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Protocolo 1: Robbins et al., 2020, Journal of Biomedical Materials Research.

Se realizaron cortes de 8 mm en las hojas de espinaca utilizando un biopunch (Ted Pella, Inc.,
Estados Unidos). Las hojas fueron tratadas tres veces en serie con hexano (Sigma-Aldrich, 98%)
y solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) (Sigma-Aldrich, 1X) para la eliminacién de la capa
de cuticula de la superficie de la hoja. Posteriormente, las hojas fueron descelularizadas por
inmersién con soluciones de 1% de dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma-Aldrich) en agua
desionizada (D), seguidas por 0.1% de Triton X-100 (VWR) + hipoclorito de sodio (Sigma-
Aldrich, 10%) en agua desionizada, y por ultimo agua desionizada, cada una durante 24 horas.
Por ultimo, los andamios de las hojas fueron enjuagados en una solucién tampdn Tris (VWR,
10 mM) con pH 9.0 durante toda la noche en placa agitadora (Robbins et al., 2020).

Protocolo 2: Lacombe et al., 2020, Frontiers in Bioengineering and Biotechnology.

Se efectuaron cortes de 8 mm en las hojas de espinaca utilizando un biopunch. Para el proceso
de descelularizacion, las hojas de espinaca se sumergieron directamente en las soluciones
descelularizantes en un agitador orbital. La eliminacidn de la cuticula cerosa que recubria las
hojas se llevd a cabo mediante tres ciclos de lavados alternados con hexano, en conjunto, una
solucion salina tamponada con fosfato. La descelularizacion mediante tratamiento quimico se
inicio con una solucion al 1% de dodecil sulfato de sodio (SDS) en agua desionizada durante 2
dias, seguida de una solucion de hipoclorito de sodio al 10% + Triton-X 100 al 0.1% en agua DI
alolargo de 2 dias. Finalmente, las hojas fueron enjuagadas con agua DI durante 48 horas para
la remocion de impurezas de los detergentes (Lacombe et al., 2020).

Protocolo 3: Wang et al., 2020, Developmental Biology.

Se realizaron cortes de 8 mm en las hojas de espinaca utilizando un biopunch. Para la
eliminacion de la cuticula, las hojas fueron lavadas alternadamente en una solucién salina
tamponada de fosfato (DPBS) al 10% y una solucion de hexano; realizada tres veces por un
tiempo de 5 minutos. Posteriormente, las hojas fueron tratados por inmersién con SDS al 10%
durante 24 horas, seguido de Triton-X-100 al 0.5% que contenia un 1.2% de blanqueador de
hipoclorito de sodio en agua desionizada hasta que las hojas se volvieron transparentes
(aproximadamente, 24 horas). Finalmente, las hojas descelularizados fueron lavados con agua
desionizada durante 24 horas para eliminar detergentes y blanqueadores residuales (Wang et
al., 2020).

Protocolo 4: Dikici et al., 2019, Journal of Biomaterial Applications.

Se realizaron cortes de 8 mm en las hojas de espinaca utilizando un biopunch. Las hojas se
sumergieron en una mezcla de hexano durante 1 hora para eliminar las cuticulas vy, luego se
lavaron con solucién salina tamponada con fosfato. Posteriormente, las hojas se sumergieron
en una solucién al 10% de dodecil sulfato de sodio durante cinco dias, luego en 1% de Triton-
X100 durante un dia; enseguida, en Triton-X-100 (0.1%) durante el siguiente dia y finalmente,
en una solucién de hipoclorito de sodio al 10% durante 4 horas; las hojas se mantuvieron en
un agitador orbital a 60 rpm. Las soluciones descelularizantes fueron cambiadas diariamente
para mejorar la eficiencia de la descelularizacién. En la etapa final, después de los pasos de
lavado con detergentes, las hojas descelularizadas obtenidas se enjuagaron en una solucion
de PBS estéril (Dikici et al., 2019).
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Protocolo 5: Salehi et al., 2020, Gene.

Se realizaron cortes de 8 mm en las hojas de espinaca utilizando un biopunch. Para eliminar las
cuticulas de las hojas de espinaca, se lavaron con agua desionizada y se enjuagaron en hexano
al 98% durante 5 minutos. Luego, se realizé un lavado con solucién salina tamponada con
fosfato; en donde, este proceso se repitid 3 veces para asegurar la eliminacion completa de la
cera epicuticular en la superficie de las hojas de espinaca. Posteriormente, las muestras
vegetales se trataron con SDS al 10X durante 5 dias (mediante inmersién) y enseguida, se
lavaron 3 veces con agua desionizada, seguido de un enjuague en Triton-X-100 al 0.1% en una
solucién de hipoclorito de sodio al 10% durante 2 dias. Finalmente, las muestras vegetales se
lavaron con agua desionizada y se transfirieron al hexano al 98% y PBS por un minuto, por
separado. Las hojas se mantuvieron en un agitador orbital a 60 rpm, considerando cambio de
medio de descelularizacién, de forma diaria, para mejorar la eficiencia del proceso de
descelularizacién (Salehi et al., 2020).

Protocolo 6: Gershlak et al., 2017, Biomaterials.

Se realizaron cortes de 8 mm de diametro en las hojas de espinaca utilizando un biopunch. Para
la eliminacidon de las cuticulas de las hojas de espinaca, estas fueron sometidas a un
tratamiento, en serie, con lavados con hexano y PBS 1X. Posteriormente, las hojas fueron
tratadas por inmersion con una solucién al 10% de dodecil sulfato de sodio en agua desionizada
durante 5 dias, seguido de una solucidén al 0.1% de Triton-X-100 en una solucién de
blanqueador de hipoclorito de sodio al 10% en agua desionizada durante 48 horas. Las hojas
se mantuvieron en un agitador orbital a 60 rpm y las soluciones se cambiaron diariamente para
mejorar la eficiencia de la descelularizacion (Gershlak et al., 2017).
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Figura 13. Metodologia para la estandarizacién del protocolo de obtencion de andamio vegetal
descelularizado para aplicaciones biotecnoldgicas. A. Se compararon seis protocolos de diferentes autores:
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Robbins, Lacombe, Wang, Dikici, Salehi y Gershlak. Se muestra el procedimiento general utilizado para la
descelularizacién de hojas de espinaca mediante diferentes protocolos. Los cortes de las hojas fueron
tratados con una serie de reactivos: hexano, soluciones tamponadas (PBS, Tris), detergentes (idnico SDS, no
idnico Triton-X-100), blanqueador (hipoclorito de sodio) y finalmente agua destilada. B. Los procesos de
descelularizacién son genéricos y se diferencian principalmente por el tipo de reactivo utilizado y el tiempo
de tratamiento. La ilustracion muestra el andamio vegetal desde una hoja nativa hasta una descelularizada,
con la hoja volviéndose mds clara a medida que se eliminan las células, terminando en una estructura casi
transparente. (Este estudio).

3.2.2. ANALISIS HISTOLOGICO DEL ANDAMIO VEGETAL DESCELULARIZADO

Las muestras vegetales (tanto nativas, como descelularizadas) fueron cortadas en cuadrados
de aproximadamente 1 cmy se fijaron parafolmaldehido (PFA) al 4%. Luego, se embebieron en
parafina, tras ser deshidratadas mediante lavados en alcoholes. Los bloques de parafina se
seccionaron en cortes de 14 um mediante diseccién microtémica. Para el procso de tincién las
muestras vegetales, se utilizd el protocolo de Safranina (del inglés, Safranin) y Verde Rapido
(delinglés, Fast Green). En resumen, los cortes vegetales fueron tefiidos en una solucién acuosa
al 1% (p/v) de Safranina-O durante 1 hora, y posteriormente se enjuagaron en agua desionizada
durante aproximadamente 5 minutos para eliminar el tinte residual. Después, las secciones se
deshidrataron en etanol al 70% y luego al 95%, y se sumergieron durante 30 segundos en Verde
Répido FCF (0.1% p/v en etanol al 95%). Luego, las secciones se lavaron en dos cambios de
etanol al 100% (2 min/paso) y se aclararon en dos cambios de xileno (2 min/paso) (Ruzin, 1999).
Finalmente, las muestras fueron visualizadas mediante el uso de un microscopio (Olympus,
Japén) (Figura 14).

Safranina Etanol Etanol  Verde  Etanol Xileno Parafina
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de bloques histolégico histoldégica

Figura 14. Diagrama de flujo para el proceso del analisis histologico del andamio vegetal. Se detalla paso a
paso el proceso utilizado para el andlisis histolégico del andamio vegetal, mediante técnicas histoldgicas.
Comienza con la fijacién del tejido para preservar su estructura, seguido de la tinciéon para mejorar la
visualizacién. Luego, se realiza la deshidratacion gradual utilizando diferentes reactivos y la infiltracién con
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parafina para facilitar la inclusién del tejido. Posteriormente, se forman bloques de parafina y se realizan
cortes histolégicos en secciones delgadas que se montan en portaobjetos para la observacidon microscdépica.
Este analisis detallado permite evaluar las caracteristicas celulares y estructurales del andamio vegetal. (Este
estudio).

3.2.3. CARACTERIZACION MOLECULAR DEL ANDAMIO VEGETAL DESCELULARIZADO

En primer lugar, la extraccion del ADN de hojas nativas y descelularizadas se realizé utilizando
un Kit de Aislamiento de ADN de Plantas (Norgen Biotek, Canada), segun las indicaciones del
fabricante. La purificacién se basa en la cromatografia en columna de centrifugado. De manera
breve, el proceso implico el triturado del tejido vegetal liofilizado en un mortero con nitréogeno
liquido. Seguido, al polvo resultante se le agregaron 500uL de Buffer de Lisis Ly 1 uL RNasa A,
incubandose a 65°C durante 10 minutos, mezclandolo ocasionalmente el microtubo por
inversidn. A continuacion, se afadieron 100uL de Buffer de Unidn | al lisado y se incubd en
hielo durante 5 minutos. El lisado se centrifugd durante 2 minutos a 14.000 RPM a través de
una Columna de Filtro y el sobrenadante claro fue transferido a un nuevo microtubo. A este
lisado clarificado se le afiadieron 100 uL de etanol al 70% y fue mezclado en un vortex (Kim et
al., 2009) (Figura 15).

Posteriormente, se afiadieron 650uL del lisado a la columna de centrifugado en un microtubo
de recoleccidn y fue centrifugado durante 1 minuto a 10.000 RPM, seguido de dos lavados con
100uL de Solucion WN y 500uL de Solucién de Lavado A, ambos centrifugados durante 1
minuto a 10.000 RPM. Finalmente, el ADN fue eluido con 100uL de Buffer de Elucién B, durante
1 minuto a temperatura ambiente y centrifugado durante 1 minuto a 10.000 RPM, para la
recuperacion eficiente y pura del ADN aislado de la muestra original (Kim et al., 2009) (Figura
15).

Para la medicion del contenido de ADN, se utilizd un método cuantitativo utilizando el Kit
Quant-iT Picogreen (PG) dsDNA (Invitrogen, Estados Unidos), un colorante fluorescente
ultrasensible que cuantifica ADN de doble hebra. Se preparé una solucién de trabajo diluyendo
20x Tris-EDTA (TE) 1:20 en agua destilada (1x TE) y diluyendo el reactivo PG 1:200 en 1x TE. Se
mezclaron 100uL del ADN aislado con 100 pL de la solucidn de trabajo PG en placas de 96
pocillos envueltas en papel aluminio y se incubaron a temperatura ambiente durante 10
minutos. La lectura de fluorescencia se realizd en un lector multimodal (Biotek, Estados Unidos)
a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de emision de 528 nm.
La eficiencia de la descelularizacidn se determind comparando el contenido de % ADN en hojas
frescas y descelularizadas (Dikici et al., 2019) (Figura 15).
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Figura 15. Metodologia para la caracterizacién Molecular del Andamio Vegetal. Se ilustra el proceso de
extraccion y cuantificacién de ADN, utilizando el Kit de aislamiento de ADN de plantas de Norgen Biotek y el
Kit Quant-iT Picogreen dsDNA (Este estudio).

3.2.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM) DEL ANDAMIO VEGETAL
DESCELULARIZADO

La preparacién de las muestras para el analisis con Microscopia Electréonica de Barrido (SEM,
del inglés, Scanning Electron Microscope) consistié en una fijacion con glutaraldehido al 1.5%
en un tampdn de cacodilato de sodio 0.07 M recién preparado durante 2 horas. Luego, las
muestras se enjuagaron en cacodilato de sodio 0.07 M con la adicién de 2.5% de sacarosa y se
deshidrataron mediante inmersidon en una serie de soluciones de etanol en agua, con las
siguientes concentraciones: 30%, 50%, 80% y 95%. Posteriormente, las muestras se
sumergieron en soluciones seriadas de hexametildisilazano (HMDS) en etanol con las mismas
concentraciones: 30%, 50%, 80% y 95%. Las muestras se dejaron secar en el soporte y luego se
recubrieron con una capa de oro por pulverizacién atémica (del inglés, sputtering) antes de
realizar la imagen en el SEM (Figura 16) (Gershlak et al., 2017).
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Figura 16. Metodologia para la caracterizacién en Microscopia Electrénica de Barrido del andamio vegetal.
El proceso incluye la fijacidn del andamio con glutaraldehido para preservar su estructura, seguido de lavado
con cocodilato de sodio para eliminar residuos. Posteriormente, se realiza la deshidratacion mediante
sumersién en hexametildisilazano en etanol y el secado del andamio. Finalmente, el andamio se recubre con
una capa delgada de oro mediante sputtering antes de la observaciéon en el microscopio electrénico de
barrido, permitiendo una visualizacién detallada de la estructura tridimensional y las caracteristicas
superficiales del andamio a alta resolucién (Este estudio).

3.2.5. OBTENCION DE ANDAMIO DE ALGINATO PARA APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS
Para la obtencion del andamio de alginato, se prepararon soluciones madre de alginato de
sodio (Sigma-Aldrich, 2.5%) y carbonato de calcio (CaCOs) (Sigma-Aldrich, 248.5 mM), y se
disolvio acido D-(+)-gluconico &-lactona (GDL) en agua a una concentracion de 420 mM. Para
preparar 1 ml de andamio de alginato, se mezclaron 400 pl de alginato de sodio y 217 ul de
CaCOs3 con 183 ul de agua. Para iniciar la polimerizacién, finalmente se afiadieron 200 ul de
GDL a la mezcla. Después de gelificar durante la noche, los andamios de alginato se
sumergieron en cloruro de calcio (CaCly) al 3.5% durante 30 segundos y se colocaron en placas
petri selladas adecuadamente para evitar el secado del andamio de alginato (Figura 17)
(Corrales-Orovio et al., 2023).

Carbonato
+ de calcio +
Alginato de Glucono Delta
sodio Lactona \ Cloruro de

calcio

Gelacion Inmersién
dH:0 — o)
R & Andamio de

g E ;v o

Figura 17. Metodologia para la formulacion del andamio de alginato para aplicaciones en modelo de
cicatrizacion (Este estudio).
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3.3. CARACTERIZACION DE LOS ANDAMIOS: HIDROCOLOIDE Y ALGINATO

El andamio de hidrocoloide y alginato fue evaluado en cuanto a su apariencia fisica, color, olor
y textura. Estas caracteristicas fueron evaluadas mediante observacion visual y la textura fue
examinada presionando los andamio entre el pulgar y el indice (Chen et al., 2016). Ademas, el
espesor de las peliculas de hidrocoloide y de alginato fueron medidos utilizando un micrémetro
digital (Total Tools, Australia), registrando el espesor en diez posiciones aleatorias en cada
pelicula (Pereira et al., 2013). Para la variacion de peso, se pesaran muestras de los andamios
de 5 x 5 cm? (Figura 18).

Evaluacion organoléptica

Olor Apariencia fisica,  Textura
color

Andamio de
Hidrocoloide

Evaluacion de propiedades fisicas
Andamio de Alginato

Peso Espesor

Figura 18. Metodologia para la caracterizacion del andamio de hidrocoloide y alginato, que incluye la
evaluacion organoléptica y la evaluacidn de propiedades fisicas (Este estudio).
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OBJETIVO II: DESARROLLAR ESTUDIOS IN VITRO DE LOS ANDAMIOS BIOTECNOLOGICOS
MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR, MOLECULAR Y BIOINGENIERIA.

En la segunda etapa del proyecto, se llevaron a cabo estudios aplicados sobre los andamios
generados: el andamio de hidrocoloide y el parche vegetal ecosostenible.

Para el andamio de hidrocoloide, se inicié con una aplicacién biotecnolégica para evaluar su
capacidad de superabsorcion. Este proceso incluye la incorporacién de extracto de Centella
asiatica y miel, con el objetivo de generar un hidrocoloide bioactivo para mejorar sus
propiedades de cicatrizacién del andamio. Una vez preparado, se realizaron ensayos in vitro
para comprobar su efectividad tanto en la absorcidn de fluidos como en la promocion de la
cicatrizacion (Figura 19).

Por otro lado, el parche vegetal ecosostenible hibrido se desarrolla a través del ensamblaje de
un parche vegetal descelularizado combinado con alginato oxigénico. Para la formacion del
andamio oxigénico, se cultivaron microalgas Chlorella vulgaris, las cuales actuan como sistema
oxigénico. Este parche oxigénico se sometid a una caracterizacidon funcional para evaluar su
desempefio y funcionalidad en términos de eficacia en la entrega de oxigeno (Figura 19).
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Cultivo de microalgas

capadidac de Chlorella vulgaris
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0

Figura 19. Diagrama esquematico de la metodologia para el desarrollo de estudios in vitro basados en
estrategias biotecnoldgicas de los andamios (Este estudio)

3.3. ANDAMIO BIOTECNOLOGICO #1: APLICACION DEL HIDROCOLOIDE

3.3.1. EVALUACION DE ABSORCION DE AGUA DE LOS ANDAMIOS

Las peliculas de hidrocoloide cargada con extracto de Centella asiatica y miel fueron cortadas
en cuadrados de 5 x 5 cm. Las peliculas fueron pesadas y sumergidas en agua en un plato petri.
Después de 24 horas de inmersion, las peliculas fueron pesadas nuevamente y el porcentaje
de absorcién de humedad fue calculada como la diferencia entre el peso final de la pelicula y
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el peso inicial de la pelicula (Chin et al., 2018) (Figura 20). El porcentaje de absorcidon de
humedad de la pelicula se calculé utilizando:

L _ [Wy — W]
Absorcion de agua = —w. 100
0

donde, W: es el peso de las muestras de pelicula después de 24 horas, y Wo el peso de la
muestra de pelicula antes de ser insertada en la cdmara humeda.

4

dH.0

Absorcion

Hinchamiento

Figura 20. Metodologia para la evaluacion de absorcion de agua de los andamios (Este estudio)

Para el analisis estadistico, todos los valores en el grafico se expresan como media * error
estandar de la media (EEM). La significancia estadistica de estos resultados se determind
mediante una prueba ANOVA de una via (one-way ANOVA) para multiples comparaciones
utilizando el software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Las
diferencias se consideraron significativas para un valor de probabilidad (p) de * p < 0.05, ** p
<0.01y *** p<0.001.

3.3.2. GENERACION DE ANDAMIO DE HIDROCOLOIDE CON PRINCIPIOS TERAPEUTICOS
ACTIVOS PARA APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Para la produccion de peliculas de hidrocoloide cargadas con extracto de Centella asiatica y
miel, se utilizd el método descrito en el punto 3.1.1., donde se generd un andamio de
hidrocoloide mediante la disolucién de polimeros en un solvente. Las peliculas poliméricas se
componian de gelatina, pectina y carboximetilcelulosa de sodio. Los componentes poliméricos
se pesaron con precisidon y se disolvieron gradualmente en agua destilada. Se afiadio glicerol y
propilenglicol al gel resultante, que se homogeneizo y se calenté a 50°C durante 30 minutos
para asegurar la disolucion completa de cualquier grumo restante. La Unica diferencia fue la
adicion de 5% de extracto acuoso de Centella asiatica o miel (Miel Boquetefia, Panama),
disueltos gradualmente en la mezcla de gel antes de secarse en el horno (Figura 21).
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Figura 21. Metodologia para la generacién de andamio de hidrocoloide con principios terapéuticos activos
para aplicaciones en modelo de cicatrizacion (Este estudio).

3.3.3. MODELO DE CICATRIZACION MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR Y
MOLECULAR

Para el modelo de cicatrizacién de herida in vitro, fue empleado un inserto de cultivo (lbidi
Scientific, Alemania) para crear una herida en un cultivo celular. Las células fueron sembradas
en cada pocillo del inserto de cultivo IBIDI en un p-Dish (IBIDI Scientific, Alemania). Después de
al menos 24 horas de incubacion a 37°C en una atmdsfera humidificada de 5% de CO? para
permitir la adherencia celular, se retiraron los insertos para verificar la adherencia celular
(Jeffery Marano et al., 2015; Lin et al., 2020). Posteriormente, se realizé un lavado suave con
solucion de PBS para eliminar las células no adheridas en el p-Dish. Finalmente, las muestras
fueron visualizadas en el microscopio de contraste de fases (Olympus, CX-50, Estados Unidos)
(Balachandran et al., 2023; Zhu et al., 2014) (Figura 22).

Preparacion de
muestra

Microscopia

Figura 22. Metodologia para el modelo de cicatrizacion mediante técnicas de biologia celular y molecular
(Este estudio).
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El cultivo celular hace referencia a técnicas de laboratorio que posibilitan el crecimiento de
células eucariotas o procariotas en condiciones fisioldgicas controladas. En este estudio, se
cultivaron célula de fibroblastos dérmicos (ATCC, PCS-201-012), las cuales son esenciales en la
cicatrizacion debido a su capacidad para producir colageno, migrar al sitio de la herida, secretar
factores de crecimiento y remodelar la matriz extracelular. Estas células fueron cultivadas en
Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich), utilizado por su composicion
enriquecida con nutrientes esenciales, su versatilidad para soportar una amplia variedad de
tipos celulares, y su capacidad para proporcionar un entorno consistente y reproducible,
adecuado para mantener la viabilidad y funcionalidad celular en condiciones de cultivo. El
DMEM fue suplementado con 10% de suero de bovino fetal para proporcionar una fuente
completa de nutrientes y 1% de antibidticos de penicilina/estreptomicina para prevenir
contaminaciones bacterianas. Las células se cultivaron hasta que alcanzar una confluencia de
alrededor del 80% y se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera humidificada de 5% de CO?

(Zhang et al., 2018) (Figura 23).
337%:
Medio Eagle

Dulbecco .

— =

Células de
fibroblastos
dérmicos

Figura 23. Metodologia de la implementacién de cultivo de fibroblasto dérmico mediante técnicas de
biologia celular (Este estudio).

Con el fin de evaluar la capacidad de migracién y reparacion de una monocapa celular
lesionada, se cred una herida en un cultivo celular utilizando un inserto de cultivo Ibidi
(Balachandran et al., 2023). El cierre de la herida fue monitoreado capturando imagenes
digitalizadas al inicio del experimento (tiempo 0, inmediatamente después de crear la herida)
y después de 30 horas para evaluar el estado de migracion de las células y la cobertura del drea
herida (Prelipcean et al., 2022) (Figura 24).
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Figura 24. Metodologia para el estudio in vitro de cicatrizacion (cierre de herida) de biologia celular y
molecular (Este estudio).

3.4. ANDAMIO BIOTECNOLOGICO #2: APLICACION DEL PARCHE ECOSOSTENIBLE OXIGENICO.

3.4.1. GENERACION DE ANDAMIO BIOTECNOLOGICO HIBRIDO (ALGINATO + HOJA
DESCELULARIZADA)

En primer lugar, se utilizdé el Protocolo 3 de Wang (punto 3.2.1.) para obtener el andamio
vegetal descelularizado de Musa sp. (planta de banano), elegido por su eficiencia en el tiempo
de descelularizacidn en comparacién con otros métodos. Este protocolo implicod el lavado
alterno con hexano y solucion salina tamponada y tratamiento con SDS al 10% seguido de
Triton-X-100 al 0.5% con blanqueador de clorito de sodio, y finalmente, lavados prolongados
con agua desionizada para eliminar residuos (Wang et al., 2020).

Posteriormente, el andamio vegetal descelularizado fue sometido a analisis por Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM) segun el protocolo descrito en el punto 3.2.3. Las muestras fueron
fijadas con glutaraldehido al 1.5%, enjuagadas con una solucién de cacodilato de sodio y
sacarosa, deshidratadas con etanol en series ascendentes, seguidas de deshidratacidon con
hexametildisilazano (HMDS), y finalmente recubiertas con oro por pulverizacién atémica de la
observacion en SEM (Gershlak et al., 2017).

Por otra parte, para generar el andamio de alginato se siguié lo descrito en el punto 3.2.4. Se
prepararon soluciones madre de alginato de sodio al 2.5% y carbonato de calcio (CaCOs) a
248.5 mM, y se disolvié dcido D-(+)-gluconico 6-lactona (GDL) en agua a una concentracion de
420 mM. Para la preparacion de 20 ml de andamio de alginato, se afiadieron 8ml de alginato
de sodio a un vaso de precipitado, seguidos de 4.34 ml de CaCOs y 3.66 ml de agua destilada.
Para iniciar la polimerizacidn, se afadieron finalmente 4 ml de GDL a la mezcla, dando una
solucidn viscosa. Posteriormente, se cortaron las hojas descelularizadas de Musa sp. en forma
de rectangulo y se colocaron en un plato Petri. Se agregaron entonces 20 ml de la mezcla de
alginato sobre la hoja, la cual se dejé gelificar durante la noche. Para promover el
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas, se vertié cloruro de calcio (CaCly) al 3.5% sobre
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el plato petri, donde los iones de calcio reemplazaron a los iones de sodio en el alginato,
formando asi una pelicula de alginato de calcio sobre el andamio vegetal descelularizado. Tras
unos minutos, se descarto el cloruro de calcio (Corrales-Orovio et al., 2023) (Figura 25).
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Figura 25. Metodologia para la generacion de andamio biotecnolégico hibrido (andamio de alginato + hoja
descelularizada) con productos oxigénicos. A. Representacion esquematica de la generacion del andamio
biotecnolégico hibrido. Un andamio vegetal descelularizado se combina con un andamio de alginato para
formar el andamio hibrido. B. Proceso de los componentes del andamio hibrido. El andamio de alginato se
forma mediante la mezcla de alginato de sodio con una solucidn de cloruro de calcio, resultando en una red
de alginato de calcio. Paralelamente, se descelulariza una hoja nativa, dejando una estructura de soporte
descelularizada. Finalmente, ambos componentes se combinan para formar el andamio hibrido (Este
estudio).
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3.4.2. GENERACION DE ANDAMIO BIOTECNOLOGICO HiBRIDO CON PRODUCTOS OXIGENICOS
(HOJA DESCELULARIZADA + ALGINATO + SISTEMA OXIGENICO)

I. IMPLEMENTACION DE CULTIVO DE ALGAS OXIGENICAS MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA
CELULAR

Las microalgas, al igual que las plantas superiores, producen oxigeno y biomasa comestible a
través de la fotosintesis, consumiendo didxido de carbono, nutrientes y agua. Chlorella
vulgaris, una microalga eucariota verde perteneciente al género Chlorella, se cultivd
axénicamente en el Medio Basal de Bold (UTEX, Estados Unidos), medio mineral inorgdnico
estandar para el cultivo de microalgas de agua dulce, en frascos de cultivo a 26 2C con
iluminacidén continua. El medio basal de Bold fue esterilizado en autoclave durante 15 minutos
a 121 °C para prevenir cualquier contaminacién en las primeras etapas del crecimiento. Los
cultivos se incubaron con el medio estéril y se agitaron manualmente dos a tres veces al dia
para evitar que las células se asentaran (Ahmad et al., 2010). Este entorno controlado asegura
el crecimiento 6ptimo de la microalga. C. vulgaris requiere un rango tolerable de temperatura,
intensidad de luz y pH, con valores éptimos de 25-30°C (Ma et al., 2022) y de 6.5-9 (Jiang et al.,
2021), respectivamente.

Il. GENERACION DEL ANDAMIO BIOTECNOLOGICO HIiBRIDO CON PRODUCTOS OXIGENICOS
(HOJA DESCELULARIZADA + ALGINATO + MICROALGAS)

Para generar el andamio de alginato con microalgas, se siguio el procedimiento descrito en el
punto 3.2.4. Se utilizé microalgas C. vulgaris a una concentraciéon de 5x10’ microalgas/ml de
andamio de alginato. Para preparar 20 ml de andamio de alginato, se afiadieron 8 ml de
alginato de sodio a un vaso de precipitado, seguidos de 4.34 ml de CaCOs. Posteriormente, se
incorporaron 1x10° microalgas resuspendidas en 3.66 ml de agua a la mezcla. Para iniciar la
polimerizacién, se anadieron finalmente 4 ml de GDL, resultando en una solucion viscosa. Esta
solucion viscosa se vertio sobre un plato petri que contenia hojas previamente descelularizadas
y cortadas en forma de rectangulo de Musa sp., y se dejo gelificar durante la noche. Para
promover el entrecruzamiento de las cadenas poliméricas, se vertié cloruro de calcio al 3.5%
(CaCly) sobre el plato petri. Los iones de calcio reemplazaron a los iones de sodio en el alginato,
formando asi una pelicula de alginato de calcio con microalgas integradas sobre un andamio
vegetal descelularizado. Tras unos minutos, se descarto el cloruro de calcio del plato y las placas
se sellaron adecuadamente para prevenir el secado del andamio de alginato (Corrales-Orovio
et al., 2023) (Figura 26).
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Figura 26. Metodologia para la generacion del andamio biotecnolégico hibrido oxigénico (hoja
descelularizada + andamio de alginato + sistema oxigénico). A. Representacion esquematica de la
generacion del andamio biotecnoldgico hibrido. Un andamio vegetal descelularizado se combina con un
andamio de alginato oxigénico para formar el andamio hibrido oxigénico. B. Proceso de los componentes
del andamio hibrido oxigénico. El andamio de alginato se forma al mezclar alginato de sodio con microalgas
y una solucién de cloruro de calcio sobre una hoja previamente descelularizada, lo que resulta en una red
de alginato de calcio, formando asi el andamio hibrido oxigénico (Este estudio).

I1l. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE OXIGENO DEL ANDAMIO OXIGENICO

La actividad metabdlica o la produccién de oxigeno de los andamios de alginato oxigénico fue
evaluada en Oxodishes utilizando el sistema SensorDishReader (PreSens, Alemania). Este
sistema monitorea el porcentaje de contenido de oxigeno disuelto (% pO,) en el medio de
cultivo utilizando un sensor de oxigeno fluorométrico. El sensor éptico estd inmovilizado en el
fondo de cada pocillo del multidish (Figura 27) y contiene un tinte luminiscente que es excitado
por el lector SDR SensorDish colocado debajo del SensorDish. La vida util de luminiscencia se
detecta de manera no invasiva a través del fondo transparente de los pocillos y depende de Ia
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presion parcial de oxigeno. Donde posteriormente, el software SDR convierte la respuesta del
sensor en el valor de oxigeno (Schenck et al., 2015).

A

Figura 27. Metodologia para la evaluacion de la produccion de oxigeno del andamio. A. Principio de
medicion de oxigeno del sistema PreSens. El sistema utiliza un sensor de oxigeno fluorométrico en cada
pocillo que detecta la cantidad de oxigeno en el medio de cultivo. Este sensor utiliza un tinte que emite luz
cuando se excita con un lector especifico (SDR SensorDish). La intensidad de esta luz varia segun la cantidad
de oxigeno presente, y el software asociado convierte estas variaciones en valores numéricos,
proporcionando una medicién precisa de la actividad metabdlica en entornos de cultivo. B. Diagrama
esquematico de la medicién de oxigeno en un andamio hibrido con sistema oxigénico. La concentracién de
oxigeno es medida utilizando el Sistema PreSens, permitiendo evaluar la liberacién de oxigeno por las
microalgas integradas en el andamio (Este estudio).
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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OBJETIVO I: DESARROLLAR ANDAMIOS BIOTECNOLOGICOS ECOSUSTENTABLES PARA
APLICACIONES EN LESIONES CUTANEAS CRONICAS.

4.1 GENERACION Y CARACTERIZACION DE LOS ANDAMIO PARA APLICACIONES
BIOTECNOLOGICAS

En primer lugar, se generaron los andamios hidrocoloides a partir de la combinacién de
polimeros de carboximetilcelulosa sddica, pectina y gelatina. Los andamios de hidrocoloide
demostraron ser homogéneas y translicidas, con una superficie lisa que es esencial para su
funcidn. Presentaron una apariencia fisica transparente con un tono amarillento, una textura
lisa y viscosa, y un olor neutro caracteristico de los reactivos utilizados en su preparacion
(Figura 28 A). Los andamios demostraron una buena resistencia al plegado, sin degradarse al
manipularlas, lo que demuestra que poseen excelentes propiedades mecanicas, capaces de
resistir el estrés del transporte y la manipulacion sin romperse al aplicarlas en heridas. Esta
caracteristica es esencial para su uso practico, ya que asegura que el apdsito mantenga su
integridad durante su aplicaciéon y uso (Figura 28 B). Ademas, el grosor de todas las peliculas
no mostré diferencias significativas, oscilando entre 0.8 £ 0.1 mm, mientras que sus pesos
oscilan entre 1.60 + 0.1g. Estos parametros indican que el método empleado es adecuado para
producir peliculas de hidrocoloides, garantizando uniformidad en contenido y grosor, lo cual es
crucial para la produccidon en grandes cantidades (Figura 28 C).

En segundo lugar, se generaron los andamios de hidrogel de alginato (geles 3D) a partir de
polimeros de alginato de sodio. Estos andamios demostraron ser homogéneas y translucidas,
con una apariencia fisica transparentosa y una textura lisa y olor neutro caracteristico de los
reactivos utilizados. El grosor de las peliculas generadas oscil6 entre 2.3 £ 0.1 mm, mientras
gue su peso oscilé entre 4.85 £ 0.30 g. Estos andamios demostraron una buena resistencia al
plegado, lo que demuestra su buena propiedad mecanicas (Figura 28 D-F).
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Figura 28. Caracterizacion del andamio los andamios generados para aplicaciones biotecnoldgicas. Se
visualiza el andamio de hidrocoloide en: A. vista de plano superior, en donde se puede observar su superficie
lisa con un tono amarillento. B. plegado, demostrando sus propiedades mecdnicas. C. medido con
micrémetro, indicando su espesor de 0.8mm. Y el andamio de alginato en: D. vista de plano superior, donde
se observa su superficie lisa con un tono transparentoso. E. plegado, mostrando sus propiedades mecanicas.
F. medido con micrémetro, indicando su espesor de 2.3mm.

4.2. ESTANDARIZACION DE PROTOCOLO DE OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL ANDAMIO
VEGETAL DESCELULARIZADO PARA APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Las estructuras de las plantas son potenciales andamios sustentables para aplicaciones en
ingenieria de tejidos. Por ello, con el propdsito de explorar el potencial de obtener andamios
vegetales, que sean amigables con el ecosistemas se ha utilizado el proceso de
descelularizacién en hojas Hydrocotyle sp., como posible alternativa ecosostenible en
biomedicina.

A nivel experimental, las hojas de Hydrocotyle sp. fueron tratadas por con detergentes, tales
como: dodecil sulfato de sodio, triton-X-100 y solucidn blanqueadora (clorito de sodio) durante
un largo periodo de una semana (7 dias), basado el protocolo de Gershlak y cols (Gershlak et
al., 2017). A lo largo del proceso de descelularizacion, se evidencid que las hojas
experimentaron un cambio de color, pasando de verde a un tono marrén oscuro, indicando
una disminucidn en la concentracién de clorofila (Figura 29 A-D); asociado a la pérdida de
cloroplastos del tejido foliar. Finalmente, se obtuvo por resultado hojas transparentes (tejido
descelularizado) (Figura 29 F). A pesar del extenso protocolo, las hojas descelularizadas
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mantuvieron su arquitectura vascular tridimensional intrinseca de las hojas nativas (Figura 30
A-F).

Figura 29. Secuencia temporal de la descelularizacion de una hoja de Hydrocotyle sp. (A) En el Dia 0, la
hoja exhibe un color verde oscuro y opacidad antes de iniciar el proceso de descelularizacidon. (B) Al Dia 2, la
hoja comienza a perder parte de su coloracion verde oscura y empieza a adquirir tonalidades marrones al
ser tratada con SDS. (C) Al Dia 4 de tratamiento con SDS, la hoja se torna completamente marrén. (D) Al dia
6, después de un dia de tratamiento con hipoclorito de sodio, la hoja comienza a volverse transparente y a
perder su color. (E) Al dia 6.5, tras un dia y medio de tratamiento con hipoclorito de sodio, la hoja esta casi
completamente transparente, presentando algunas manchas amarillentas. (F) Al dia 9, después de dos dias
de tratamiento con hipoclorito de sodio y lavado con agua destilada, la hoja pierde por completo su
coloracién y se vuelve completamente transparente, alcanzando asi un estado de descelularizacién total.

A fecha de hoy, la estandarizacién del proceso de descelularizacion vegetal no ha sido
establecida y existen protocolos que van desde los 3 dias hasta 7 dias, tal disparidad tanto en
términos temporales, como metodoldgicos dan cabida al desarrollo de la busqueda de una
respuesta ante tal disyuntiva. Ante este escenario, en nuestro caso hemos querido hacer unos
anadlisis comparativos entre los seis (6) principales protocolos de descelularizacion vegetales
qgue han sido establecidos por los autores: Robbins y cols., Lacombe y cols., Salehi y cols., Wang
y cols., Dikici y cols. y Gershlak y cols. (Dikici et al., 2019; Gershlak et al., 2017; Lacombe et al.,
2020; Robbins et al., 2020; Salehi et al., 2020; Wang et al., 2020).

Por ello, se llevd a cabo un analisis comparativo entre los seis (6) protocolos de

descelularizacién vegetales, utilizando como vegetal modelo: hojas de espinaca (Spinacia
oleracea) (Dikici et al., 2019; Robbins et al., 2020; Salehi et al., 2020). Cada protocolo fue
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evaluado en términos de eficiencia de descelularizacion, considerando la eliminacién celulary
la preservacién de la estructura de la hoja descelularizada (andamio) (Figura 30).
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Figura 30. Esquema temporal de los diversos protocolos de descelularizacion vegetal establecidos. Se
muestran los 6 protocolos utilizados (Wang y cols, Robbins y cols, Lacombe y cols, Salehi y cols, Dikici y cols,
y Gershlak y cols), detallando el tiempo requerido y los reactivos utilizados en sus diferentes concentraciones
para cada protocolo.

El analisis comparativo de los niveles de ADN vegetal, tras los protocolo de descelularizacién
(Dikici et al., 2019; Gershlak et al., 2017; Lacombe et al., 2020; Robbins et al., 2020; Salehi et
al., 2020; Wang et al., 2020), fue realizado mediante un analisis molecular, basado en ensayo
de picogreen, es altamente sensible y especifico para la deteccién de ADN, permitiendo una
evaluacion precisa del contenido de ADN nativo vegetal en comparacién con el ADN
descelularizado (ADN residual post-tratamiento). Los resultados mostraron que la las hojas de
espinaca que fueron sometidas al protocolo de descelularizacién tuvieron una reduccion
superior al 85% en el contenido de ADN, en los seis (6) protocolos realizados, lo que representa
una disminucidn significativa en la cantidad de ADN presente comparado con el tejido vegetal
original (hoja nativa) (Figura 31 D).

74



En el protocolo Robbins et al., 2020 (Journal of Biomedical Materials Research) (tiempo
duracién: ~2.5 dias), las hojas de espinaca, al dia 3 de descelularizacion, tras ser tratado con
SDS al 1% durante 1 dia y Triton X-100 al 0.1% e hipoclorito al 10% durante 1 dia, se observé
una reduccién de aproximadamente 86% en el contenido de ADN (17 £ 0.5 ng vs 2.5+ 0.5 ng
de ADN/mg de tejido seco).

En el protocolo Wang et al., 2020 (Developmental Biology), (tiempo duracion: ~2.5 dias), las
hojas de espinaca, al dia 3 de descelularizacidn, tras ser tratado con SDS al 10% durante 1 dia
y Triton X-100 al 0.5% + hipoclorito al 1.2% durante 1 dia, se observd una reduccion de
aproximadamente 90% en el contenido de ADN (19 + 1.5 ng vs 2 £ 0.5 ng de ADN/mg de tejido
seco).

En el protocolo Lacombe et al., 2020 (Frontiers in Bioengineering and Biotechnology) (tiempo
duracién: ~5.0 dias), las hojas de espinaca, al dia 3 de descelularizacion, tras ser tratado con
SDS al 1% durante 2 dias y Triton X-100 al 0.1% + hipoclorito al 10% durante 1 dia, se observé
una reduccion de aproximadamente 73% en el contenido de ADN (16.5+ 1.5ngvs 4.46 £ 1 ng
de ADN/mg de tejido seco). Finalmente, al dia 5, tras ser tratado con Triton X-100 al 0.1% +
hipoclorito al 10% durante 1 dia, la reduccidn adicional fue de aproximadamente 30% (4.46 +
1 ng vs 3 + 1 ng de ADN/mg de tejido seco), obteniendo una reduccién total de 82% en el
contenido del ADN (16.5 + 1.5 ng vs 3 £ 1 ng de ADN/mg de tejido seco).

En el protocolo Dikici et al., 2019 (Journal of Biomaterial Applications) (tiempo duracién: ~7.5
dias), las hojas de espinaca, al dia 3 de descelularizacién, tras ser tratado con SDS al 10%
durante 3 dias, se observd una reduccidon de aproximadamente 80% en el contenido de ADN
(18 £ 2.5 ng vs 3.80 £ 0.7 ng de ADN/mg de tejido seco). Al dia 5, tras ser tratado con SDS al
10% durante 2 dias, se observé una reduccién adicional de 30% (3.80 + 0.7 ng vs 2.70 £ 0.5 ng
de ADN/mg de tejido seco). Finalmente, al dia 7, tras ser tratado con Triton X-100 al 1% durante
1 diay Triton X-100 al 0.1% durante 1 dia, la reduccién final fue de aproximadamente 20% (2.70
+ 0.5 ngvs 2 £ 0.5 ng de ADN/mg de tejido seco), obteniendo una reduccion total de 86% en el
contenido del ADN (18 £ 2.5 ng vs 2 + 0.5 ng de ADN/mg de tejido seco).

En el protocolo Salehi et al., 2020 (Gene) (tiempo duracién: ~7.5 dias), las hojas de espinaca, al
dia 3 de descelularizacion, tras ser tratado con SDS al 10% durante 3 dias, se observé una
reduccion de aproximadamente 86% en el contenido de ADN (17.4 + 1 ngvs 2.35 + 0.5 ng de
ADN/mg de tejido seco). Al dia 5, tras ser tratado con SDS al 10% durante 2 dias, se observé
una reduccion adicional de 10% (2.37 + 0.5 ng vs 2 + 0.5 ng de ADN/mg de tejido seco).
Finalmente, al dia 7, tras ser tratado con Triton X-100 al 0.1% + Hipoclorito de sodio al 10%
durante 2 dias, la reduccion final fue de aproximadamente 20% (2 + 0.5 ng vs 1.5 + 0.5 ng de
ADN/mg de tejido seco), obteniendo una reduccion total de 91% en el contenido del ADN (17.4
+2.5ngvs 1.5+ 0.5 ng de ADN/mg de tejido seco).

En el protocolo Gershlak et al., 2017 (Biomaterials) (tiempo duracién: ~7.5 dias), las hojas de
espinaca, al dia 3 de descelularizacién, tras ser tratado con SDS al 10% durante 3 dias, se
observo una reduccion de aproximadamente 81% en el contenido de ADN (18 £ 2.5 ng vs 3.36
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+ 1 ng de ADN/mg de tejido seco). Al dia 5, tras ser tratado con SDS al 10% durante 2 dias, se
observé una reduccidn adicional de 40% (3.36 + 1 ng vs 2 + 0.3 ng de ADN/mg de tejido seco).
Finalmente, al dia 7, tras ser tratado con Triton X-100 al 0.1% + Hipoclorito de sodio al 10%
durante 2 dias, la reduccién final fue de aproximadamente 10% (2 £ 0.3 ng vs 1.76 + 0.2 ng de
ADN/mg de tejido seco), obteniendo una reduccién total de 90% en el contenido del ADN (18
+2.5ngvs 1.76 £ 0.2 ng de ADN/mg de tejido seco).
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Figura 31. Caracterizacién molecular del andamio vegetal descelularizado. La descelularizacién de una hoja
de espinaca se ilustra en tres etapas: A) en su estado nativo, mostrando una coloracidon verde; B) tratada con
detergente ionico (SDS), mostrando una coloracién marrén; y C) tratada con blanqueador (hipoclorito de
sodio), volviéndose transparente. D. Andlisis de PicoGreen para la comparacion de concentraciones de ADN
(ng de ADN/ mg de tejido seco) en hojas de espinaca tratadas segun distintos protocolos de
descelularizacién. Los valores se presentan para hojas nativas y para muestras tratadas durante 3, 5y 7 dias.
Los protocolos de descelularizacién incluyen aquellos propuestos por Robbins et al.,, 2020 (Journal of
Biomedical Materials Research), Wang et al., 2020 (Developmental Biology), Lacombe et al., 2020 (Frontiers
in Bioengineering and Biotechnology), Dikici et al., 2019 (Journal of Biomaterial Applications), Salehi et al.,
2020 (Gene), y Gershlak et al., 2017 (Biomaterials).

Los resultados obtenidos confirman que el proceso de descelularizacion es altamente es capaz
de eliminar los componentes celulares y, de forma indirecta, se puede evaluar mediante Ila
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reduccién de los niveles de ADN celular. En nuestro caso, se han alcanzado los niveles de los
estandares necesarios que corresponde a un valor superior al 80%; ademas, diversas
investigaciones indican que se considera un tejido descelularizado cuando contiene un valor
menos a 5 ng de ADN por mg de tejido, lo cual es lo que obtenemos en nuestros resultados
experimentales.

De forma complementaria, se pueden analizar el contenido de numero de nucleos de tejido
nativo versus tejido descelularizado, como manera de cuantificacion del proceso de
descelularizacién. Por ello, mediante un estudio histoldgico de secciones de hojas nativas y
descelularizadas se identificd que las hojas nativas tienen células con alto contenido nuclear,
asociado a gran cantidad de cloroplastos, mostrando células vegetales intactas con paredes
celulares bien definidas (Figura 32 A). En contraste, las hojas descelularizadas en los cortes
histolégicos presentaban ausencia de componentes celulares, asociada de pérdida de
componentes cloropldsticos; no obstante, la citoarquitectura se conserva debido a la presencia
de celulosa / pectina que otorga gran capacidad estructural al tejido vegetal descelularizado
(Figura 32 B).

Finalmente, se ha realizado un estudio de ultraestructura mediante andlisis de microscopia
electrénica de barrido (SEM) que ha mostrado una conservacion estructural entre las hojas de
espinaca nativa y hojas de espinaca descelularizada. En las hojas nativas, se observaron una
estructura de cuticula, bien definida, con estomas claramente visibles, indicando una hoja bien
definida desde el punto de vista anatomico (Figura 32 C); mientras, que las hojas
descelularizadas muestran gran conservacion de la superficie estructural del vegetal, incluso
de las estomas, lo cual indica que la topografia de la hoja se mantiene tras el proceso de
descelularizacién (Figura 32 D).
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Figura 32. Analisis histologico y microscopia electrénica de barrido (SEM) del andamio vegetal. Se muestra
la comparacién histologica de A) una hoja nativa de espinaca, donde se observan células con nucleos y
cloroplastos, indicando una estructura celular intacta y funcional, y B) una hoja descelularizada de espinaca,
que revela la ausencia de componentes celulares internos, quedando solo la matriz extracelular. Las hojas
fueron tefiidas con Safranina y Verde Répido; donde la Safranina-O (rojo) tifie los cromosomas y nucleos,
mientras que Verde Répido (verde-azulado) tifie el citoplasma y las paredes celulares celuldsicas. Las esferas
azul oscuro indican la presencia de cloroplastos, abundante en la hoja nativa. Las imagenes de SEM muestran
C) hoja nativa de espinaca, destacando la estructura organizada de las células epidérmicas y estomas
claramente visibles, y D) hoja descelularizada de espinaca, mostrando una superficie rugosa y menos
definida, con estomas no funcionales debido a la ausencia de células vivas. Barra de dimensiones A-B 250um,
C-D 100um.
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OBJETIVO 1l: DESARROLLAR ESTUDIOS IN VITRO DE LOS ANDAMIOS BIOTECNOLOGICOS
MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR, MOLECULAR Y BIOINGENIERIA.

4.3. EVALUACION DE ABSORCION DE AGUA DEL ANDAMIO DE HIDROCOLOIDE

Una de las caracteristicas mas importantes de un apdsito ideal es su capacidad para absorber
el exceso de exudado mientras mantiene un ambiente humedo. La absorcion de liquido por
parte de la pelicula crea las condiciones adecuadas para una cicatrizacion hudmeda,
favoreciendo un entorno que acelera el proceso de curacién. Por lo tanto, la evaluaciéon de la
absorcion de liquido es esencial en la caracterizacion de los materiales para apdsitos (Minsart
et al., 2022; Rezvani Ghomi et al., 2019).

En nuestro estudio, se compararon los porcentajes de absorcidn de tres tipos de apdsitos: un
andamio de alginato (control (-)), un andamio de hidrocoloide comercial (control (+)) y un
andamio de hidrocoloide (experimental). Los resultados obtenidos fueron: (i) el andamio de
alginato (control negativo) registré un porcentaje de absorcién aproximado del 10% + 3%,
siendo el menos absorbente entre los tres materiales evaluados, esto sugiere que el andamio
de alginato puede no ser adecuado para heridas que producen gran cantidad de exudado,
debido a su capacidad limitada para absorber liquidos; (ii) el andamio de hidrocoloide
comercial (control positivo) mostré un porcentaje de absorcién de alrededor del 100% + 30%,
indicando una menor capacidad para manejar grandes volumenes de exudado y finalmente,
(i) el andamio de hidrocoloide experimental que hemos generado a lo largo de la ETAPA | ha
demostrado una capacidad de absorcién promedio del 312% + 2%, destacdndose por su alta
capacidad para retener exudado y mantener el ambiente adecuadamente humedo para la
cicatrizacion (Figura 33).
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4.4. GENERACION Y CARACTERIZACION DEL ANDAMIO DE HIDROCOLOIDE CON PRINCIPIOS
TERAPEUTICOS ACTIVOS PARA APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Posteriormente, se han generado andamios hidrocoloides asociados a principios bioactivos:
extractos vegetales y miel panamenfa. Los andamios de hidrocoloide bioactivos con extracto de
Centella asiatica (Selleck Chemicals, Estados Unidos) y miel panamefia (Miel boqueteiia,
Panama) presentaron como una solucién sélida homogénea, con una apariencia translucida y
una superficie lisa, similar a andamio hidrocoloide sin principios bioactivos. El extracto de
Centella asiatica no alterd significativamente el color, manteniéndose un tono amarillento,
aunque con una ligera tonalidad anaranjada y un olor herbdaceo atribuida al extracto, por el
contrario, la miel le dio un color mas amarillento al andamio de hidrocoloide y un olor a miel.
La textura permanecié lisa y viscosa. A diferencia de la formulacion del andamio de
hidrocoloide con miel, el andamio de hidrocoloide con extracto de Centella asiatica tiene un
tono amarillento mas oscuro. Ademas, el grosor de estas peliculas se mantuvo uniforme, con
un promedio de 1.0 £ 0.1 mm, mientras que sus pesos oscilaron alrededor de 1.68g + 0.04g
para los hidrocoloides con extracto de Centella asiatica y 1.90g + 0.02g para los hidrocoloides
con miel, mostrando un aumento minimo en comparacién con las formulaciones sin
ingredientes activos. Esto sugiere que la adicidn del extracto de Centella asiatica y miel pudo
haber contribuido ligeramente al peso total de las peliculas, aunque no afectd
significativamente su grosor ni la uniformidad del producto final (Tabla 6).

En términos de resistencia al plegado, los andamios con Centella asiatica y miel mostraron
propiedades mecdanicas comparables a las formulaciones sin ingredientes activos, lo que
sugiere que los componentes activos pueden ser incorporados sin comprometer la durabilidad
del andamio. Estas peliculas demostraron una excelente resistencia al estrés, manteniendo su
integridad durante la manipulacién y aplicacidn, lo que es crucial para su efectividad como
aposito en el tratamiento de heridas (Figura 34).

Tabla 6. Caracterizacion de los andamios biotecnoloégicos.

Andamio Evaluacion organoléptica Evaluacion Fisica
Olor Apariencia  Textura Grosor Peso
fisica
Alginato de Calcio Neutro Transparente Lisa 23+0.1mm 485+0.30g
Hidrocoloide sin Transparente Lisa
principios activos Neutro con tono . ¥ 0.8+0.1 mm 1.60+0.1g
. viscosa
amarillo
Hidrocoloide con
extracto de Centella Transparente Lisay
. Herbaceo con tono . 1.0+£0.1 mm 1.68g +0.04g
asiatica . viscosa
anaranjada
. . Transparente .
L
H|drocol.O|de con Miel con tono .|sa ¥ 1.0£0.1 mm 1.90g £+ 0.02g
Miel . viscosa
amarillo
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Figura 34. Caracterizacion de los andamios de hidrocoloide para aplicaciones biotecnoldégicas. Se muestra
el hidrocoloide solo, sin principios activos: A. en vista superior y B. plegado. Hidrocoloide con extracto de
Centella asiatica: C. en vista superior y D. plegado. Hidrocoloide con miel: E. en vista superior y F. plegado.

Ademas, se compararon los porcentajes de absorcion de diferentes andamios de hidrocoloides:
control (hidrocoloide comercial), hidrocoloide blanco (sin aditivos), hidrocoloide con extracto
de Centella asiatica, e hidrocoloide con miel. Los andamios de hidrocoloides blanco, con
extracto de Centella asiatica y con miel exhibieron una capacidad de absorcién notablemente
superior, superando el 300%. En detalle, el hidrocoloide blanco mostré una media de absorcién
del 312% * 2%, el hidrocoloide con extracto de Centella asiatica alcanzd una media del 315% +
20%, y el hidrocoloide con miel tuvo una media del 325% + 10%. En contraste, el hidrocoloide
comercial registré el menor porcentaje de absorcion, alrededor del 100% + 30%, y el andamio
de alginato registrd un porcentaje de absorcidn alrededor del 10% * 3%. Esto indica que,
aunque tiene cierta capacidad de absorcidn, es significativamente inferior en comparacion con
los andamios de hidrocoloides formulados (Figura 35). Estos resultados destacan que los
andamios de hidrocoloides formulados, ya sea con aditivos terapéuticos o sin ellos, superan
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considerablemente al hidrocoloide comercial en términos de absorcién de agua. Ademas,
sugieren que la inclusién de principios terapéuticos como el extracto de Centella asidtica y la
miel no afecta negativamente la capacidad de absorcién del andamio.
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Andamios Blotecnolégicos para diferencias altamente significativas.

4.5. ENSAMBLAJE DE ANDAMIO BIOTECNOLOGICO HIBRIDO (HOJA DESCELULARIZADA +
ALGINATO).

En primer lugar, se empled el Protocolo de Wang (Wang et al., 2020) para el proceso de
descelularizacion el andamio vegetal de Musa sp. (banana panamefia), seleccionado debido a
su eficacia en comparacién con otros métodos de descelularizacién. En este caso, se utiliza la
banana panamefa como estructura vegetal debido a gran biodisponibilidad nacional, rigidez
estructural y textura superficial. El protocolo de Wang y colaboradores permitié obtener un
andamio vegetal descelularizado que conservaba la estructura tridimensional original del
tejido, eliminando eficientemente las células y preservando la capa celuldsica fundamental
(Figura 36 A-C).

El andlisis mediante microscopia electrdnica de barrido (SEM) de las hojas de Musa sp. revela
gue las hojas nativas tienen una superficie organizada con una textura fina, donde las células
epidérmicas y las estomas son claramente visibles. En las hojas descelularizadas, la superficie
aparece mas aspera y menos definida, mostrando la capa celuldsica con organizacién celular
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caracteristica de las hojas nativas (Figura 36 D-E). El anadlisis cuantitativo de ADN mide la
efectividad del protocolo de descelularizacién, mostrando una reduccidn aproximada del 93%
en el contenido de ADN. Esto representa una disminucidn significativa en la cantidad de ADN
presente comparado con el tejido nativo (7,73 + 0.24 ng de ADN/mg de tejido vs 0,49 + 0.05 ng
de ADN/mg de tejido), lo que demuestra una descelularizacion exitosa del andamio vegetal
(Figura 36F).
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Figura 36. Analisis mediante Microscopia Electrdénica de Barrido y Analisis Molecular de Musa sp (planta
de banano) descelularizado. Se ilustra la descelularizacion de una hoja de Musa sp. en tres etapas: A) en su
estado nativo, mostrando una coloracidn verde; B) tratada con detergente idnico (SDS), mostrando una
coloracién marrén; y C) tratada con blanqueador (hipoclorito de sodio), volviéndose transparente. Las
imagenes de SEM muestran D) hoja nativa, revelando una superficie organizada con una textura fina y
estomas visibles y bien dispuestos, y E) hoja descelularizada, donde la superficie aparece aspera y menos
definida, con la matriz extracelular sin la organizacion celular caracteristica de la hoja nativa. F) El andlisis
cuantitativo de ADN muestra una reduccion del 93% en el contenido de ADN, de 7,5 a 0,5 ng de ADN/mg de
tejido, indicando una descelularizacién exitosa del andamio vegetal. Barra de dimensién A-C 1cm, D-E
200um.

Inicialmente, se obtuvieron en un andamio simple de alginato, resultando en la formacién de
una matriz de alginato con una red regular y homogénea. Los andamios de alginato gelificados
con cloruro de calcio proporcionan un entorno tridimensional que favorece la adhesién celular
y la proliferacién de células dérmicas y epiteliales, facilitando la migracion celular, la sintesis de
matriz extracelular y la regeneracién tisular. Para mejorar las propiedades mecdnicas vy
funcionales del andamio, se implementd una estrategia que incluyd la incorporacidon de una
capa de vegetal descelularizado obteniendo un “andamio ecosustentable hibrido” compuesto
de: hidrogel de alginato + hoja descelularizada (Figura 37 A-B). El andamio de vegetal
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descelularizado no solo proporciona soporte estructural, sino que también actia como una
matriz extracelular bioactiva reconocida por sus propiedades para favorecer la cicatrizacion de
heridas cutaneas, facilitando la regeneracién tisular y reduciendo el riesgo de respuestas
inmunoldgicas adversas. Ademas, la integracién del vegetal descelularizado en el andamio de
alginato oxigénico se complementd con una inmersidn posterior en una solucion de cloruro de
calcio, que induce la gelificacidon del alginato, mejorando asi la resistencia y flexibilidad del
material (Figura 37 C).

Este enfoque innovador, ecoldgico y biotecnolégico incorpora el andamio vegetal
descelularizado junto con el andamio de alginato no solo fortalece el andamio para su
manipulacion practica en aplicaciones biomédicas, sino que maximiza su potencial terapéutico
en el tratamiento de heridas cutaneas, proporcionando un entorno favorable para la curacion
y la regeneracién de tejidos.

A HOJADESCELULARIZADA B  Anpamio pE ALGINATO

Andamio de alginato

b

v
Andamio vegetal descelularizado

Figura 37. Ensamblaje de andamio vegetal descelularizado en combinacion con andamio de alginato
oxigénico. Se ilustra A) la capa de vegetal descelularizado, B) la matriz de alginato homogénea sin microalgas,
y C) la integracién del andamio de alginato con microalgas oxigénicas en la capa de vegetal descelularizado,
con la capa superior de alginato oxigénico y la capa inferior de andamio vegetal descelularizado.
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4.6. GENERACION DE ANDAMIO BIOTECNOLOGICO OXIGENICO (HOJA DESCELULARIZADA +
HIDROGEL ALGINATO + SISTEMA OXIGENICO)

Para la generacién de un andamio hibrido con productos oxigénicos, se incorpord un andamio
de alginato con un sistema oxigénico mediante la inclusién de microalgas oxigénicas dentro de
la matriz de alginato. Esto resulté en una estructura con funcionalidad bioldgica gracias a la
presencia de microalgas. La incorporacion de microalgas oxigénicas mejora la
biocompatibilidad y la funcionalidad del andamio, aprovechando las propiedades fotosintéticas
de las microalgas para proporcionar un suministro continuo de oxigeno, lo que mejora la
regeneracion tisular al crear un entorno mas favorable para la cicatrizacion de heridas.

Al tiempo que el andamio vegetal descelularizado proporciona un soporte estructural y una
matriz extracelular bioactiva reconocida por sus propiedades para favorecer la cicatrizacion de
heridas cutdneas, se utilizé una metodologia especifica para asegurar la integracion éptima de
los componentes (Figura 38).

Figura 38. Andamio biotecnoldgico hibrido. A. Andamio hibrido compuesto por una hoja descelularizada y
un andamio de alginato. B. Andamio hibrido con sistema oxigénico, compuesto por una hoja descelularizada
y un andamio de alginato con microalgas integradas.

4.6.1 IMPLEMENTACION DE CULTIVO DE ALGAS OXIGENICAS MEDIANTE TECNICAS DE
BIOLOGIA CELULAR

El cultivo de algas Chlorella vulgaris fue exitoso, destacando su importancia en la oxigenacion
debido a su capacidad de realizar fotosintesis y liberar oxigeno como subproducto. Esta
capacidad es crucial en aplicaciones biomédicas, como la cicatrizacidn de heridas, donde Ia
liberacién de oxigeno en el sitio de la herida puede acelerar significativamente el proceso de
curacién, esencial para la regeneracion celular y la reparacién de tejidos.

El cultivo axénico del alga Chlorella vulgaris en el Medio Basal de Bold (BBM), un medio
estandar que proporciona una combinacién equilibrada de nutrientes esenciales fue llevado a
cabo con éxito bajo las condiciones experimentales establecidas. Los cultivos fueron
mantenidos a una iluminacién continua, lo cual es crucial para promover el crecimiento y la
fotosintesis de las algas. Durante el periodo de incubacidn, los cultivos se agitaron para evitar
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el asentamiento de las células en el fondo de los frascos de cultivo, asegurando asi una
distribucién homogénea y una mejor exposicién a la luz, lo que es esencial para el crecimiento
uniforme de las algas.

A lo largo del cultivo, se observd un cambio colorimétrico notable. Inicialmente, las algas
presentaron un color verde claro, que gradualmente se intensificé hasta convertirse en un
verde mads oscuro. Este cambio de color es indicativo de un incremento en la densidad celular
y una mayor concentracion de clorofila, lo cual es un signo de la salud y proliferacién de las
algas, indicando una proliferacién saludable de las algas bajo las condiciones de cultivo
descritas (Figura 39).
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Figura 39. Cultivo de microalgas oxigénicas. Se ilustra el cultivo de Chlorella vulgaris, donde se observa un
cambio notable en el color de las algas a lo largo del experimento. Inicialmente, las algas presentaron un
tono verde claro que se intensificd progresivamente hasta alcanzar un verde mds oscuro. Este cambio de
color sugiere un aumento en la densidad celular y una mayor concentracién de clorofila, indicativos de una
salud éptima y una proliferacién de las algas.

4.6.2 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE OXIGENO DEL ANDAMIO OXIGENICO

La capacidad de produccién de oxigeno de los andamios de alginato oxigénico fue evaluada
utilizando Oxodishes y el sistema SensorDishReader, que monitorea el porcentaje de oxigeno
disuelto (% p0,) en el medio de cultivo mediante un sensor de oxigeno fluorométrico. Los
resultados mostraron que la capacidad de liberacidén de oxigeno de los andamios oxigénicos se
incrementa significativamente al ser expuestos a la luz (Figura 41). Este incremento se debe a
la presencia de microalgas Chlorella vulgaris integradas en el andamio, las cuales, mediante la
fotosintesis, producen oxigeno cuando son expuestas a la luz.

La concentracién de oxigeno se mantuvo constante alrededor del 20.73% en ausencia de luz.
Al activar la luz se observé un aumento rdpido en la concentracién de oxigeno, alcanzando
aproximadamente el 58.88% en un periodo de tiempo corto. Después de este incremento
inicial, la concentracién de oxigeno se mantuvo constante durante el tiempo restante del
experimento (Figura 40).
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Estos resultados sugieren que los andamios de alginato oxigénico tienen una capacidad efectiva
de produccién de oxigeno cuando son estimulados por la luz, lo cual podria tener aplicaciones
importantes en la cicatrizacion de heridas, donde la oxigenacién controlada es crucial. El
oxigeno es fundamental en el proceso de cicatrizacidn ya que promueve la sintesis de colageno,
la formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) y combate las infecciones. La provision
adecuada de oxigeno a las heridas puede acelerar el proceso de curacién y mejorar la
cicatrizacion.
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Figura 40. Evaluacién de la produccién de oxigeno del andamio oxigénico. Se ilustra la dinamica de la
concentracion de oxigeno disuelto a lo largo del tiempo, tanto en presencia como en ausencia de luz. En
condiciones de oscuridad, la concentracidn de oxigeno disuelto se mantiene alrededor del 20%. Sin embargo,
al activar el andamio con luz, se observa un rapido incremento en la concentracién de oxigeno, alcanzando
aproximadamente el 60% en un corto periodo de tiempo.

4.7 ESTUDIO IN VITRO DE CICATRIZACION (CIERRE DE HERIDA) DE BIOLOGIA CELULAR Y
MOLECULAR (PROYECCION A FUTURO).

El ensayo de cicatrizacion de heridas es una técnica estandar in vitro utilizada para estudiar
como las células migran en un monocapa. En este método, se crea un area libre de células en
un monocapa confluente mediante la utilizacién de un inserto de cultivo IBIDI en un p-Dish
(Figura 41 A) para asegurar la uniformidad y reproducibilidad del drea de la herida. Esta técnica
estimula a las células circundantes a migrar hacia la brecha generada. En nuestro caso, se
realizé con éxito el modelo de cicatrizacidn utilizando el inserto de cultivo, donde se pudo
visualizar el movimiento de los fibroblastos hacia la brecha generada. Las imagenes
microscopicas de las capas de células de fibroblasto dérmico lesionadas, capturadas tanto al
inicio (Oh) como después de 30 h, se presentan en la Figura 41 B-D.
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En nuestro caso, se ha realizado la implementacién de un modelo de cicatrizacién in vitro que
seria usado para estudios de capacidad cicatrizante de diferentes moléculas bioactivas, como:
Centella asiatica, miel y otros (en el futuro). Este tipo de herramientas abre el camino para
posibles nuevas lineas de investigacion y desarrollo de nuevos experimentos que tiene por
objetivo comprender los procesos de migracidn, dindamica y cierre en la cicatrizacién in vitro.

',)v;“ AN AN > 3 N \ Z
Figura 41. Estudio in vitro de cierre de herida. Se ilustra el sistema de modelo de cicatrizacién en un inserto
de cultivo Ibidi. B. Micrografia de la monocapa de células de fibroblasto lesionada. C. Micrografia de la
monocapa de células a las Oh. D. Micrografia de la monocapa de células a las 30h.
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La cicatrizacidon de heridas es un proceso complejo que implica la sustitucion de tejidos
dafados y estructuras celulares, siendo fundamental para la recuperacion de la integridad de
la piel y otras estructuras corporales afectadas por la lesidn. El tratamiento de las lesiones
puede abarcar el uso de medicamentos, tanto locales como sistémicos (Vittalrao et al., 2020) y
tienen por objetivo de acelerar la recuperacion y la reduccidon del riesgo de complicaciones no
deseados (MacKay & Miller, 2003). A pesar de los avances en apésitos y tratamientos
convencionales, actualmente persiste la necesidad de opciones mas efectivas y sostenibles
(Frykberg & Banks, 2015). Por ello, el uso de principios terapéuticos activos basados en la
generacion de andamios bioactivos para aplicaciones biomédicas se considera una alternativa
novedosa, ecoldgica y sustentable en medicina regenerativa (Indurkar et al., 2021).

En la busqueda por mejorar el manejo de heridas, se han explorado diversas estrategias como
el desarrollo de nuevas terapias y apositos. La seleccion del vendaje adecuado se fundamenta
en las caracteristicas anatdmicas y fisiopatoldgicas de la herida, con el propdsito de optimizar
resultados para el paciente, tales como acelerar la recuperacion, prevenir infecciones, aliviar el
dolor y minimizar las cicatrices (Ather et al., 2019).

Los apdsitos para heridas son cruciales para facilitar el proceso de cicatrizacién. Un vendaje
ideal deberia absorber los exudados, mantener un ambiente de curacién humedo adecuado,
resistir el movimiento de la piel sin romperse durante el contacto prolongado con la herida,
permitir el intercambio gaseoso, prevenir infecciones y poseer propiedades antimicrobianas y
antifungicas (Bhoyar et al., 2023; Vowden & Vowden, 2017). Recientemente se ha investigado
el uso de principios terapéuticos activos en la generacién de andamios para la cicatrizacion de
heridas, tales como hidrogeles, alginatos e hidrocoloides. Estos incluyen extractos vegetales
con propiedades bioactivas, miel, y otros compuestos fitoterapéuticos (Adamu et al., 2021)

Entre las aplicaciones biotecnoldgicas avanzadas para el tratamiento de lesiones, los hidrogeles
de alginato y los andamios de hidrocoloide han captado particular interés. Estos materiales no
solo aceleran la cicatrizacion al proporcionar un ambiente humedo 6ptimo, sino que también
son biodegradables y ofrecen una barrera efectiva contra infecciones (Tatarusanu et al., 2023).
Los apdsitos de hidrocoloide se destacan por su alta capacidad de absorcidn, crucial para el
tratamiento de heridas exudativas, mientras que los apdsitos de hidrogel de alginato, derivados
de algas marinas, crean un entorno oclusivo que favorece la cicatrizacidn al mantener la herida
protegida y humeda, reduciendo asi el riesgo de contaminacién externa (Francesko et al., 2018;
Thomas, 2008).

En este estudio, se desarrollaron andamios biotecnoldégicos innovadores para el tratamiento
de heridas cutdneas, que incluyen apdsitos de hidrocoloide con compuestos fitoterapéuticos
activos, miel y extracto de Centella asiatica, y andamios hibridos ecosostenibles basados en
andamios vegetales descelularizados en conjunto con andamio de hidrogel de alginato con
sistema oxigénico mediante la integracion de microalgas fotosintéticas.
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Los andamios de hidrocoloide generados mediante la disoluciéon de polimeros presentaron
caracteristicas fisicas homogéneas y translucidas, con una superficie lisa y buena resistencia al
plegado, fundamentales para su funcidn en aplicaciones biomédicas.

En términos de capacidad de absorcion, los andamios de hidrocoloide mostraron una notable
capacidad de absorciéon, con wuna absorcion promedio del 312% * 2%, siendo
considerablemente mayor al porcentaje de absorcién de los andamios de hidrocoloide
comerciales 100% * 30%. Esta alta capacidad de absorcion es crucial para aplicaciones en la
cicatrizacion de heridas con alto exudado, ya que permite mantener un ambiente humedo,
promoviendo la regeneracidn celular y la reepitelizacién. Ademas, la gestidon efectiva del
exudado es esencial para prevenir la maceracion de los tejidos circundantes y reducir el riesgo
de infeccidn. La incorporacion de agentes fitoterapéuticos, extracto de Centella asiatica y miel,
en los andamios de hidrocoloide no mostraron diferencias significativas en términos de
absorcién, 315% + 20%, y 325% + 10%, respectivamente. Destacando que los andamios de
hidrocoloides formulados, ya sea con aditivos terapéuticos o sin ellos, superan
considerablemente al hidrocoloide comercial en términos de absorcion de agua. Esto se
traduce a una mayor eficiencia en el manejo del exudado de las heridas. Ademas, sugieren que
la inclusion de principios terapéuticos como el extracto de Centella asiatica y la miel no afecta
negativamente la capacidad de absorcién del andamio. De hecho, estos aditivos bioactivos
pueden potenciar el proceso de cicatrizacion gracias a sus propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y promotoras de la regeneracion tisular (Yang et al., 2024).

La integracion de estos componentes terapéuticos no solo conserva las propiedades esenciales
del hidrocoloide, sino que también puede mejorar la efectividad del tratamiento,
proporcionando un enfoque multifuncional que combina soporte estructural, absorcién
eficiente y efectos bioactivos directos sobre la herida. Este avance subraya el potencial de los
andamios formulados para ofrecer soluciones superiores en el cuidado de heridas,
especialmente en heridas crénicas que tienen un alto nivel de exudado y son propensas a
infecciones recurrentes. Las heridas crénicas, como las Ulceras diabéticas y las Ulceras por
presidn, presentan desafios significativos debido a su lenta cicatrizacion y alta probabilidad de
complicaciones, por lo que la mejora en la absorcion y la adicion de componentes terapéuticos
pueden resultar cruciales para un tratamiento mas eficaz (Eriksson et al., 2022).

Los andamios de hidrogel de alginato, generados en ausencia de disolventes tdxicos, mediante
gelificacion idnica basado en la interaccion del alginato de sodio con los iones de calcio de la
solucion de cloruro de calcio, estos andamios presentaron redes tridimensionales homogéneas
y transparentes, lo cual es considerado una caracteristica importante para el proceso de
seguimiento de la progresion de la cicatrizacién de la herida (Cao et al., 2023).

La incorporacién de microalgas en los apdsitos de hidrogel de alginato aporta beneficios
adicionales, potenciando el proceso de cicatrizacion al mejorar la oxigenacidon de tejido
lesionado. Las microalgas, como la Chlorella, son ricas en clorofila y pueden liberar oxigeno en
el microambiente de la herida, lo que puede acelerar la cicatrizacion y mejorar la salud del
tejido circundante. La adecuada oxigenacién es crucial para la cicatrizacion de heridas,
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especialmente en heridas crénicas, donde la hipoxia (falta de oxigeno) es un factor comun que
dificulta el proceso de reparacion. La oxigenacion adecuada del tejido favorece la proliferacién
celular, la sintesis de colageno y la angiogénesis (formacién de nuevos vasos sanguineos),
procesos esenciales para una cicatrizacién efectiva (Gupta et al., 2022). En este estudio, los
andamios de alginato oxigenado con microalgas demostraron ser efectivos para mejorar la
oxigenacion, un factor crucial para acelerar la cicatrizacidon de heridas.

El enfoque innovador de utilizar matrices vegetales descelularizados como andamios para la
ingenieria de tejidos surge de la similitud estructural entre la vasculatura de las plantas y los
mamiferos. Este enfoque aprovecha la estructura y la composicion natural de las plantas para
proporcionar soporte estructural y promover la cicatrizacion efectiva de heridas. La
descelularizacion de tejidos vegetales, como hojas de espinaca, manzana y repollo, ha
demostrado ser efectiva para mantener la estructura y la permeabilidad de la vasculatura
vegetal (Zhu et al., 2021). Esto se logra eliminando el material nuclear mientras se conserva la
composicion nativa del tejido vegetal, esencial para la funcionalidad del andamio en
aplicaciones de ingenieria de tejidos.

La eliminacién casi total del ADN es crucial para minimizar el riesgo de respuestas
inmunoldgicas adversas en aplicaciones clinicas. La eficacia de los protocolos de
descelularizacién, subraya su potencial para generar andamios vegetales seguros vy
biocompatibles. Estos andamios tienen multiples aplicaciones biomédicas, incluyendo la
cicatrizacion de heridas, donde pueden actuar como matrices extracelulares (ECM) que
facilitan la regeneracion tisular. La ECM proporcionada por los andamios vegetales puede
promover la migracidon celular, la proliferacién y la diferenciacion, creando un entorno
favorable para la reparacion de tejidos dafados, lo que los convierte en un recurso de bajo
costo y sostenible para aplicaciones en ingenieria de tejidos (Arslan et al., 2023).

El uso de plantas como base para andamios de ingenieria de tejidos no solo aprovecha las
propiedades estructurales y funcionales de la matriz extracelular vegetal, sino que también
representa una alternativa mas sostenible y respetuosa con el medio ambiente en comparacion
con los biomateriales derivados de animales o sintéticos. La produccion de biomateriales
sintéticos conlleva un alto costo y un impacto ambiental significativo, mientras que la
produccidon de andamios a partir de tejidos vegetales descelularizados es menos invasiva y mas
facilmente escalable bajo practicas agricolas controladas (Prete et al., 2023). Sin embargo, la
diversidad del reino vegetal requiere protocolos optimizados para eliminar completamente los
residuos en los productos finales de la descelularizacién. Factores como la especie de planta,
la parte de la planta utilizada y la presencia de nervaduras influyen en la seleccién del proceso
de descelularizacion. Ademas, la concentracién de los agentes descelularizantes y el tiempo de
tratamiento son cruciales para asegurar la eficacia y reproducibilidad del proceso.

A fecha de hoy, la estandarizacién del proceso de descelularizacion vegetal no ha sido
establecida y existen protocolos que varian desde los 3 hasta los 7 dias. Esta disparidad
temporal y metodoldgica resalta la necesidad de desarrollar un enfoque unificado y
optimizado. Ante este escenario, se evaluaron y optimizaron protocolos de descelularizacién,
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evaluando diferentes protocolos existentes en términos de eficiencia de descelularizacion,
considerando la eliminacidon celular y la preservacién de la estructura de la hoja
descelularizada, para garantizar la consistencia en la calidad de los andamios producidos. La
descelularizacién de las muestras se verificd meticulosamente mediante diferentes técnicas
moleculares (cuantificacidon del contenido de ADN) y estructurales (tincién histoldgica), los
resultados confirmaron la efectiva eliminacidon de material nuclear del tejido vegetal de todos
los protocolos evaluados, preservando simultdaneamente su estructura y composicidn nativa.
Por lo cual, para estudios posteriores fue escogido el protocolo con el menor tiempo de
duracion (~2.5 dias).

La implementacion de un andamio hibrido que incorpora un andamio vegetal descelularizado
y un andamio de hidrogel de alginato con sistema oxigénico fue generado con éxito, La
incorporacién del vegetal descelularizado fortalece las propiedades mecanicas y funcionales
del andamio del hidrogel, proporcionando un soporte estructural robusto que actia como una
matriz extracelular bioactiva. Esta combinacién crea un entorno favorable para la cicatrizacién
y regeneracion de tejidos. En donde, el hidrogel oxigénico permitiria una mejor oxigenacion
del tejido lesionado, dado que las microalgas fotosintéticas incorporadas permiten la liberacién
de oxigeno en el microambiente de la herida, lo que puede favorecer procesos claves en la
cicatrizacion de la herida, como la proliferacién celular, la sintesis de colageno y angiogénesis
(Chen et al., 2020).

Este enfoque integrado no solo aborda las limitaciones de los andamios tradicionales al
proporcionar una solucion mas efectiva y sostenible, sino que también demuestra una sinergia
entre los componentes naturales y bioactivos. La combinacion del soporte estructural del
vegetal descelularizado con las propiedades bioactivas y de oxigenacidn del hidrogel ofrece una
plataforma prometedora para aplicaciones avanzadas en la medicina regenerativa y el
tratamiento de heridas crénicas.

Aunque los resultados in vitro son prometedores, es necesario continuar investigando y
optimizando estos apdsitos para garantizar su seguridad y eficacia en aplicaciones clinicas. Esto
incluye evaluar su comportamiento in vivo, con modelo murino, para asegurar su viabilidad
para el tratamiento de heridas cutaneas en humanos. La investigacion futura debe centrarse
en la optimizacién de los procesos de descelularizacion, la caracterizacion detallada de las
propiedades fisicas y quimicas de los andamios, y la evaluacién de su biocompatibilidad y
eficacia en modelos preclinicos y clinicos. Ademas, es importante explorar la integracion de
estos andamios con terapias avanzadas, como la administracién controlada de farmacos y
factores de crecimiento, para maximizar su potencial terapéutico (Adamu et al., 2021; Ansari
& Darvishi, 2024; Deng et al., 2022).
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CAPITULO VI. CONCLUSION Y
RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES.

1. Se obtuvieron andamios de hidrocoloide, como un posible parche cutaneo en
aplicaciones en Biomedicina.

2. Se obtuvieron biomateriales hidrocoloides que presentaron caracteristicas
superabsorbentes, muy superiores a los hidrocoloides comerciales e hidrogeles
convencionales.

3. Se obtuvieron hidrogeles de alginato con caracterisiticas idéneas para el desarrollo de
estudio in vitro.

4. Se obtuvieron andamios vegetales descelularizados, como posibles interfases en
aplicaciones in vitro caracterizados por técnicas de biologia molecular.

5. Se ha generado un andamio ecosustentable hibrido a partir de un hidrogel de alginato
+ hoja descelulrizada.

6. Se ha confeccionado un andamio hibrido (hoja descelularizada + hidrogel alginato)
capaz de liberar oxigeno debido a sus componentes fotosintéticos.

7. Serealizaron experimentos de cicatrizacion en el laboratorio, como prueba de concepto

para aplicaciones de lesiones cutaneas (a futuro).

RECOMENDACIONES.

1. Se debe realizar mayor exploracion de nuevos principios terapéuticos activos que
potencien el proceso de cicatrizacidn, puede ser significa en avance en Biomedicina.

2. Se debe lleva a cabo estudios en modelos de cicatrizacion para determinar la
efectividad de los principios terapéuticos activos.

3. Se debe implementar estudios in vivo con modelo murino, para una mejor evaluacion

de la eficacia de los andamios bioactivos.
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PROPIEDAD INTELECTUAL.

Los desarrollos tecnolégicos obtenidos en el proyecto de investigacidn se encuentran
incorporados en la oficina de Patentes de Panamd, como invenciones bajo el titulo: Aplicacion

de patente Nro.: 93652-D1 2021: Andamios ecosostenibles, vegetales obtenidos a partir de

sistemas bioldgicos fotosintetizadores, como estrategia innovadora en aplicaciones de

biomedicina y desarrollo sostenible (Autor: Diego Reginensi).
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