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Resumen de la investigacion

La hipoxia localizada constituye uno de los principales factores que limitan la
regeneracion tisular en heridas cronicas y defectos cutaneos extensos, al generar
un microambiente con disponibilidad insuficiente de oxigeno capaz de afectar
procesos fundamentales como la proliferacién celular y la sintesis de matriz
extracelular. Ante esta problematica, el desarrollo de sistemas capaces de generar
oxigeno de forma localizada y controlada ha adquirido creciente interés en el ambito
de la ingenieria tisular y la medicina regenerativa, impulsando el surgimiento de

nuevas estrategias.

La presente investigacion describe el desarrollo de plataformas fotosintéticas
basadas en matrices de hojas descelularizadas, protectoras, de hidrogeles de
Chlorella vulgaris, asi como de sistemas que integran unidades fotosintéticas
funcionales capaces de generar oxigeno in vitro bajo condiciones controladas de
iluminacion. Se obtuvieron andamios en los que hojas descelularizadas recubren
por completo los hidrogeles fotosintéticos y son capaces de liberar oxigeno a altas
concentraciones (>52.3) bajo luz constante durante un periodo prolongado.
Paralelamente, se aislaron cloroplastos a partir de Spinacia oleracea, evaluando su
estabilidad y capacidad fotosintética mediante mediciones de oxigeno disuelto. Los
cloroplastos estabilizados con glutaraldehido mostraron mayor estabilidad funcional
y niveles superiores de liberacién de oxigeno (=36%) en comparacion con otras
condiciones, no obstante, su comportamiento no llega a superar los resultados
registrados para el sistema en base a microalgas suspendidas (40.41%). En
conjunto, los resultados demuestran la viabilidad de ambos sistemas fotosintéticos
como plataformas para la generacion localizada de oxigeno, con potencial de

aplicacion en la ingenieria tisular y la biomedicina regenerativa.

Palabras clave — oxigenacion, fotosintesis, hidrogeles bioactivos, cloroplastos,

descelularizacion, biomateriales a base de plantas.



Abstract

Localized hypoxia constitutes one of the main factors limiting tissue regeneration in
chronic wounds and extensive cutaneous defects, as it creates a microenvironment
with insufficient oxygen availability capable of affecting fundamental processes such
as cell proliferation and extracellular matrix synthesis. In response to this challenge,
the development of systems capable of generating oxygen in a localized and
controlled manner has gained increasing interest in the fields of tissue engineering

and regenerative medicine, driving the emergence of new strategies.

The present study describes the development of photosynthetic platforms based on
protective decellularized leaf matrices and Chlorella vulgaris hydrogels, as well as
systems integrating functional photosynthetic units capable of generating oxygen in
vitro under controlled lighting conditions. Scaffolds were obtained by the integration
of decellularized leaves that completely covered the photosynthetic hydrogels, which
were able to release oxygen at high concentrations (>52.3) under constant light over
a prolonged period. In parallel, chloroplasts were isolated from Spinacia oleracea,
and their stability and photosynthetic capacity were evaluated through dissolved
oxygen measurements. Chloroplasts stabilized with glutaraldehyde exhibited greater
functional stability and higher oxygen release levels (=36%) compared to other
conditions; however, their performance did not surpass the results recorded for the
suspended microalgae-based system (40.41%). Overall, the results demonstrate the
feasibility of both photosynthetic systems as platforms for localized oxygen
generation, with potential applications in tissue engineering and regenerative

biomedicine.

Keywords — oxygenation, photosynthesis, bioactive hydrogels, chloroplasts,

decellularization, plant-based biomaterials.
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Introduccion

La hipoxia localizada constituye una de las principales limitaciones en los procesos
de regeneracion de tejidos, particularmente en lesiones cutaneas extensas en
pacientes con enfermedades crénicas, donde la reducida disponibilidad de oxigeno
durante periodos prolongados compromete funciones celulares esenciales para la
reparacion tisular, convirtiéndose en un desafio persistente dentro de la medicina
regenerativa. Ante esta problematica, el desarrollo de plataformas capaces de
generar oxigeno de manera sostenida y localizada ha adquirido creciente
relevancia. En este contexto, los sistemas fotosintéticos representan una
aproximacion innovadora debido a su capacidad natural de producir oxigeno bajo
condiciones controladas de iluminacion. No obstante, la implementacion biomédica
de estos sistemas enfrenta limitaciones relacionadas con la conservacion de su

funcionalidad bioldgica y estabilidad estructural durante periodos prolongados.

En funcién de lo anterior, el presente estudio sostiene como objetivo evaluar la
funcionalidad de sistemas fotosintéticos para el desarrollo de plataformas capaces
de generar oxigeno tras su integracion en matrices vegetales descelularizadas,
empleadas como estructuras de soporte y proteccion para favorecer su estabilidad
sin comprometer su capacidad de generacion de oxigeno. Para ello, se
desarrollaron protocolos de aislamiento de cloroplastos de Spinacia oleracea,
seleccionada como fuente de estos organelos debido a su abundancia en el tejido
foliar y a la disponibilidad de protocolos para su extraccion (Jang et al. 2024), y se
evalu6 su comportamiento en comparacién con suspensiones de Chlorella vulgaris,
una microalga con alta capacidad de generacion de oxigeno y rapido crecimiento
(Cui et al., 2025). Asimismo, se desarrollaron metodologias para la elaboracion y
caracterizaciéon de estas plataformas orientadas a preservar sus propiedades
estructurales y funcionales, mediante mediciones de la presion parcial de oxigeno
disuelto (pO;), equivalentes al porcentaje de oxigeno presente en el medio. En
conjunto, este estudio busca contribuir al desarrollo de plataformas fotosintéticas
con potencial aplicacion en ingenieria tisular y medicina regenerativa, resaltando la
importancia de optimizar las metodologias de aislamiento y estabilizaciéon de

sistemas fotosintéticos para futuras aplicaciones biomédicas.
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1. CAPITULO 1: EL PROBLEMA.

1.1. Antecedentes de la investigacion.
1.1.1. Importancia fisiolégica del oxigeno

La oxigenacién, accion directa de las moléculas de oxigeno en la sintesis y
degradacion de compuestos organicos (Morales Cudello, 2003), se ha consolidado
como un proceso indispensable para el funcionamiento de todos los organismos
celulares complejos. Este mecanismo biolégico, descrito graficamente en la
siguiente figura (Figura 1), es integrado a través de un sistema de transporte
multipropésito dirigido hacia las unidades intracelulares generadoras de energia,
denominadas mitocondrias (Gutierrez, 1988; Hilty & Jung, 2023; Krzywinska &
Stockmann, 2018). De forma especifica, las células desarrollan un proceso de
respiracion basado en una serie de reacciones que permiten la obtencion de energia
a través de la degradacion de glucosa (Gyamfi & Danquah, 2016; Quesada Nufiez,
2011). La complejidad del proceso requiere la integracion de una variedad de
sistemas (Van Sint Jan D et al., 2024), lo que implica multiples factores que deben
contribuir a la homeostasis propia de un cuerpo sano. No obstante, es conocido que
este proceso puede verse comprometido ante condiciones fisiolégicas a nivel
sistematico (Quesada Nufez, 2011; Van Sint Jan D et al.,, 2024), cuyas
consecuencias se ven reflejadas directamente en subniveles organicos, tisulares o
celulares, resultando regularmente en la generacion de condiciones hipoxémicas,
hipdxicas e, inclusive, andxicas en estos entornos, reflejandose en complicaciones
fisiolégicas (Hilty & Jung, 2023; Krzywinska & Stockmann, 2018).

Figura 1. Diagrama representativo del transporte de oxigeno (O2) en el cuerpo humano. Creado con BioRender.
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1.1.2. Efectos del déficit de oxigeno en el organismo
La disminucion de la disponibilidad de oxigeno para las células de un organismo
genera alteraciones en su funcionamiento. Dichas alteraciones pueden
manifestarse como condiciones de hipoxemia e hipoxia, ambas capaces de
comprometer el equilibrio fisiolégico y limitar la respuesta de los tejidos ante
procesos patoldgicos o de regeneracion. En esta seccion se abordan los principales
efectos asociados al déficit de oxigeno en el cuerpo humano.
1.1.2.1. Hipoxemia

La hipoxemia se define como la disminucion de la presion parcial de oxigeno
presente en la sangre (Sarkar et al., 2017), generalmente a causa de problemas en
el sistema respiratorio o en el flujo sanguineo, encargado de distribuir la molécula
hacia los tejidos del cuerpo (Mayo, 2023; Sarkar et al.,, 2017). Esta condicién
incrementa el gasto cardiaco, pero disminuye el consumo de oxigeno mitocondrial;
ambos factores se han relacionado al aumento de pacientes internados por
problemas respiratorios (de Jonge et al., 2008; Eastwood et al., 2012), asi como con

la aparicién de otras condiciones (Hochberg et al., 2021; Schjgrring et al., 2020).

1.1.2.2. Hipoxia
La hipoxia se define como una condicién biolégica caracterizada por un nivel de
oxigeno insuficiente en los tejidos y células del cuerpo, lo que imposibilita la
conservacion del estado de homeostasis del organismo (Figura 2 — A) (Bhutta et
al., 2025; Ratcliffe & Semenza, 2025). Comunmente, se manifiesta a causa de
problematicas fisiolégicas existentes a nivel sistematico (Bhutta et al., 2025;
Gutierrez, 1988) como una respuesta ante una afeccién circulatoria o bajas
concentraciones de oxigeno en sangre (Bhutta et al., 2025), resultando en un estado
de inanicién celular que imposibilita su proliferacién (Hilty & Jung, 2023; Morales
Cudello, 2003; Zoneff et al., 2024). Ademas, similar a otras condiciones de
oxigenacién, la hipoxia genera numerosas modificaciones fisiologicas y la
redistribucién del flujo sanguineo hacia los érganos con necesidades metabdlicas
aumentadas (Somers et al.,, 1989), generando un entorno promotor de
enfermedades. Con la finalidad de complementar este punto, a continuacion, se

describen algunas de las categorias de estas afecciones (Figura 2 — B).
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Figura 2. Diagrama representativo del efecto de la hipoxia. Creado con BioRender

Normoxia Hipoxia

) °
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Nota: (A) diagrama de comparacion de la absorciéon de oxigeno en células en estado de normoxia e hipoxia, (B) diagrama de

categorias de enfermedades producidas como resultado de un estado de hipoxia.

1.1.2.3. Enfermedades cutaneas agravadas por hipoxia

La piel, érgano altamente vascularizado (Catrina & Zheng, 2021; Sen, 2009), se
caracteriza por su constante necesidad de un suministro efectivo de oxigeno que
permita conservar su integridad estructural, mantener sus cualidades inmunoldgicas
y regulatorias (Sen, 2009), asi como permitir su regeneracion tisular en caso de
lesiones (Bai et al., 2022). En términos de la cicatrizacion dérmica de pacientes con
sistemas regulatorios clinicamente comprometidos, la hipoxia altera el
funcionamiento de las células encargadas de limitar los efectos adversos que
puedan surgir a partir de una lesion cutanea inicialmente considerada como
insignificante (Catrina & Zheng, 2021; Gutierrez, 1988; Yun et al., 2010).

Figura 3. Diagrama representativo de un bajo flujo de oxigeno (O2) hacia las células de un tejido en
cicatrizacion. Creado con BioRender.

Proceso de respiracion celular limitado,
comprometiendo la vida de las células locales.
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Durante las fases tempranas de la cicatrizacion, los niveles de oxigeno en el area
de la herida suelen ser bajos, lo que puede ralentizar los procesos de proliferacion
celular y contribuir a una cicatrizacion ineficaz o retrasada (Jiang et al., 2024;
Maharjan et al., 2022). Tomando esto en consideracion, la presencia de hipoxia en
heridas cronicas o de gran profundidad, como quemaduras o ulceras diabéticas,
altera los mecanismos de perfusién sanguinea, lo que limita el suministro directo de
nutrientes al area afectada (Bai et al., 2022; Jiang et al., 2024; Rahane et al., 2024).
Como consecuencia, el tratamiento de lesiones en la piel tiende a resultar en
cicatrices anormales, procesos de curacion lentos, mayor propension a infecciones
bacterianas, muerte celular (Figura 3) o derivacion a enfermedades que
comprometen en gran medida la calidad de vida del paciente (Bai et al., 2022;
Chavez et al., 2020; Li & Jackson, 2002; Maharjan et al., 2022). Asimismo, aun en
pacientes clinicamente no comprometidos, las enfermedades cutaneas pueden
surgir o ser agravadas ante la presencia de hipoxia; un resumen de las condiciones

mas comunes es descrito en la tabla (Tabla 1).

Tabla 1. Listado de enfermedades de la piel causadas o agravadas por hipoxia
Condicién Descripcion

Lesiones o heridas producidas por la disminucion de la perfusién sanguinea,
principalmente como consecuencia de un déficit de presién parcial de oxigeno en los
tejidos distales (Serrano Moreno, 2023). Las escaras, un tipo de Ulcera, son lesiones
isquémicas tisulares por la aplicacion prolongada de presion extrema resultante en la
reduccion critica del flujo sanguineo causando dafio celular desde el interior hacia la
superficie de la piel (Chaput et al., 2023; Serrano Moreno, 2023).

Ulceras

Manifestaciéon cutanea que se presenta como una red reticulada de coloracioén violacea
a causa de la vasoconstriccion excesiva o que reduce la oxigenacion local (Sajjan et al.,
2015). En la mayoria de los casos se considera un desorden benigno, no obstante,
posee una variante patoldégica que afecta la viabilidad de los anticuerpos (Usanma
Koban & Cosgun Tahsildaroglu, 2023).

Livedo
reticular

La muerte celular descontrolada, resultante de un hinchamiento en los organelos
intracelulares, ruptura plasmatica o lisis, ante una lesién, infeccion o falta de oxigenacion
en la circulacién (Khalid & Azimpouran, 2025). Por su parte, las gangrenas son un tipo
extenso de necrosis asociado a infeccion, isquemia o trauma severo, comiunmente
relacionado a patologias que comprometen el flujo sanguineo (Chennamsetty et al.,
2015; Leslie & Foreman, 2025)

Necrosis
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1.1.3. Estrategias aplicadas para la oxigenacién cutanea

Frente a las alteraciones asociadas con una insuficiente disponibilidad de oxigeno
en los tejidos cutaneos, se han desarrollado diversas estrategias orientadas a
favorecer la oxigenacién y promover la reparacion tisular. Estas alternativas
comprenden desde meétodos convencionales que incrementan el suministro
sistémico de oxigeno hasta estrategias emergentes que buscan suministrar o
generar oxigeno de manera localizada mediante el uso de hidrogeles. A

continuacion, se describen las principales caracteristicas de estas estrategias.

1.1.3.1. Oxigenoterapia de alto flujo
Se reconoce como una medida de soporte vital indicada en todo paciente que se
encuentre en estado critico, sosteniendo el objetivo de garantizar las necesidades
de oxigeno de los tejidos (Bugarin & Martinez, 2000) al revertir estados o el
surgimiento de hipoxia tisular (Tarpy & Celli, 1995), a través de la administracién del
gas en concentraciones por encima de la ambiental (Regueira & Andresen, 2010)
aumentando la proporcion de oxigeno disponible en los alveolos (Tarpy & Celli,
1995). Esta estrategia se aplica posterior a la determinacién de una presion parcial

de oxigeno menor a 60 mmHg para prevenir la hipoxia (Pirez et al., 2020).

1.1.3.2. Oxigenoterapia por camara hiperbarica

La ventilacidn por presion negativa, principio detras de las camaras hiperbaticas,
crea una diferencia de presion entre la cavidad intratoracica y el ambiente, lo que
permite la entrada de aire en los pulmones (Lopez-Herce & Carrillo, 2008; Lucero
Ortega & Ortega, 2022). La terapia de oxigenacion hiperbarica moderna, si bien
menos utilizada en la actualidad, consiste en respirar altas concentraciones de
oxigeno presurizado a mas de una atmoésfera, con la finalidad de generar un
ambiente de hiperoxia y aumentar la generacion de especies reactivas de oxigeno
(Gill & Bell, 2004; Teguh et al., 2021). Este tipo de gas hiperbatico provee una
respuesta fisioldgica que genera, entre otras reacciones, un efecto antinflamatorio,
sintesis de colageno, y contribuye a la cicatrizacion de heridas cronicas, por esto se
considera una de las principales aplicaciones terapéuticas (Berner et al., 2014;
Emilia & Jorda-Vargas, 2021; Lucero Ortega & Ortega, 2022; Teguh et al., 2021).
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1.1.3.3. Oxigenacidn asistida por ozonoterapia
La ozonoterapia, a pesar de ser una técnica de tratamiento adjunta, es un método
de oxigenacion util a nivel sistémico (Chirumbolo et al., 2023; Clavo et al., 2004). Se
basa en la administracion de ozono por auto hemoterapia, es decir, en la infusion
de sangre alterada con una mezcla balanceada de oxigeno y ozono (Chirumbolo et
al., 2023; Clavo et al., 2004; Yanchu et al., 2023). Si bien este tipo de gases tiende
a ser asociado con la reduccion de la saturacion de oxigeno, articulos en la literatura

resaltan su utilidad como técnica terapéutica (Clavo et al., 2004; Hua et al., 2025).

1.1.3.4. Hidrogeles transportadores de oxigeno
Los métodos de oxigenacion localizada se basan principalmente en el uso de
hidrogeles cargados con hemoglobina y perfluorocarbonos. La primera de estas
estrategias aplica el transportador biolégico de oxigeno en sangre, con el fin de
aprovechar su capacidad para capturar la molécula en un entorno con alta
concentracion y transportarla hasta una region cercana al area de aplicacion (L.
Chen et al., 2023; Jiang et al.,, 2024). No obstante, la practicidad detras de la
implementacion de la hemoglobina como un transportador de oxigeno se ha
identificado como un reto dada su inestabilidad, grado de permeabilidad en
biopolimeros comunes y los limites asociados a su adquisicidon de fuentes humanas,
al existir un alto grado de toxicidad asociado al uso de hemoglobina derivada de

otras especies (Grzegorzewski et al., 2025; Jiang et al., 2024).

Por otra parte, las moléculas inertes de perfluorocarbono han destacado en la
oxigenacion localizada dada su capacidad de dilucion de gases, incluyendo dioxido
de carbono y oxigeno, una vez tratadas por emulsificacion con fosfolipidos y
encapsuladas en hidrogeles que faciliten su interaccién con el cuerpo humano
(Jiang et al., 2024; Kim et al., 2024; M. Zhao et al., 2024). La liberacion de oxigeno
en estos sistemas se basa en la diferencia de concentraciones existentes en el
medio, de manera que se busca un equilibrio proporcional a la presion parcial del
gas a una temperatura especifica, permitiendo que la rapida liberacion se vea
limitada a los medios donde sea necesario; pero su uso clinico no es generalizado
dada la varianza identificada entre potenciales riesgos y beneficios, por paciente (L.
Chen et al., 2023; Jiang et al., 2024).
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1.1.3.5. Hidrogeles generadores de oxigeno.

Figura 4. Diagrama representativo de hidrogeles oxigenantes. Creado con BioRender.

Hidrogeles con Peroxidos Hidrogeles fotosintéticos

Liberacién de O2 por descomposicion % Liberacién de O2 por fotosintesis
en el tiempo. ante un estimulo de luz.

@ Moléculas de peroxido de hidrogeno Enlaces estructurales de polimero O Microalgas e Moléculas de oxigeno

La naturaleza y el funcionamiento de los perdoxidos inorganicos, capaces de liberar
oxigeno en pequeias o grandes cantidades de manera espontanea, han destacado
como un método eficaz para la oxigenacion del organismo (Camci-Unal et al., 2013;
Maharjan et al., 2022). Comunmente, los sistemas de este tipo incluyen materiales
inorganicos como el per-carbonato de sodio, peroxido de sodio o de magnesio que,
a través de reacciones quimicas, conlleva a la liberacién de peréxido de hidrogeno,
por lo que frecuentemente se ha utilizado directamente este compuesto como un
meétodo de liberacion de oxigeno, integrado dentro de hidrogeles elaborados a base
de biopolimeros (Camci-Unal et al., 2013; Jiang et al., 2024; Maharjan et al., 2022).

Otra alternativa para la generacion de oxigeno en hidrogeles se basa en la
asociacion simbidtica entre organismos heterotroficos y fotosintéticos, lo que
constituye un fundamento de innovacion en andamios tisulares con la capacidad de
mantener una fuente de oxigeno estable durante el proceso de cicatrizacién de
heridas (Chavez et al., 2020; Jiang et al., 2024; Maharjan et al., 2022). Estudios
recientes sefalan que las aplicaciones potenciales de las tecnologias fotosintéticas
en la ingenieria tisular constituyen una fuente de innovacion en las técnicas de
oxigenacion celular, mediante el uso de fuentes de energia luminica como agentes
catalizadores de reacciones quimicas que producen el gas como residuo
respiratorio (Chavez et al., 2020; Cui et al.,, 2022; Gershlak et al., 2017). No
obstante, cabe resaltar que el uso de este tipo de sistema de oxigenacion tépica

esta limitado a entornos controlados.
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1.2. Planteamiento del problema
1.2.1. Enfermedades crénicas no transmisibles en Panama
La Organizacion Panamericana de la Salud ha clasificado las enfermedades
cronicas no transmisibles (ENT) como la principal causa de muerte y discapacidad
en todo el mundo, con un promedio de 41 millones de muertes anuales, es decir, el
71% de los fallecimientos a nivel mundial. Esto se traduce en la muerte prematura
de aproximadamente 15 millones de personas, de las cuales el 85% ocurre en
paises de ingresos medios o bajos (Direccion Nacional de Planificaciéon en Salud,
2024; Organizacion Panamericana de la Salud, 2021). A nivel mundial, un 80% de
estas muertes se relacionan con la coexistencia de ENT (Ministerio de Salud,
2023b), un perfil similar al evidenciado a nivel nacional, donde se les atribuye el

74.2% de los fallecimientos, en los ultimos afios (Ministerio de Salud, 2024).

En Panama se observa un perfil de salud de gran heterogeneidad, evidenciado por
la incidencia simultanea de enfermedades infecciosas y no transmisibles entre las
principales causas de morbilidad y mortalidad, acorde con lo estipulado por el
Ministerio de Salud (MINSA)(Direccién Nacional de Planificacion en Salud, 2024).
Desde el 2022, los datos estadisticos nacionales han mostrado una consistencia
temporal en la que las enfermedades no transmisibles (ENT) se destacan como la
principal causa de mortalidad en la poblacion (Direcciéon Nacional de Planificaciéon
en Salud, 2024; Ministerio de Salud, 2022). Asimismo, en el ultimo ano, se han
identificado a las enfermedades cronicas degenerativas, desde las enfermedades
cardiovasculares hasta la diabetes, como un problema de salud publica en
crecimiento (Tello, 2025; Yovira, 2024), sefialando su prevalencia en mas del 50%
de la poblacion panamefia y su esperado aumento del 35% en los proximos afios,
como consecuencia de una vida sedentaria acorde con la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) (Ministerio de Salud, 2023c; Tello, 2025; Yovira, 2024).

En 2024, |la poblacién de la Republica de Panama fue estimada por el Instituto
Nacional de Estadistica y Censo en 4.509.530 habitantes. Tomando en
consideracion el crecimiento de las tasas de natalidad y mortalidad nacionales, para
el 2025-2026 se estima una elevacion de la poblacion nacional a aproximadamente

4.600.000 habitantes, lo cual se correlaciona con la tendencia observada en el resto
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de los paises de la region (Pan American Health Association, 2024). De esta
poblacion, en la ultima década la tasa de mortalidad bruta, por cada 1000 habitantes
ha aumentado consistentemente desde una tasa de 4,6 muertes en 2015 hasta 5,7
muertes en 2021, a excepcidn de un aumento radical causado por la pandemia del
afo 2020 donde la tasa de mortalidad aumentdé a un 22.9% (representativo de 5,9
muertes por 1000 habitantes). No obstante, para los proximos anos, se estima el
crecimiento exponencial sostenido por la tendencia al diagndstico y tratamiento
tardios de enfermedades cronicas no transmisibles en el pais (Direccion Nacional
de Planificacion en Salud, 2024), con reportes preliminares indicando que el 42%
de la poblacion panamefia padece de hipertension arterial y aproximadamente el
15% de las personas mayores de 15 afios han desarrollado diabetes mellitus tipo 2
(Ministerio de Salud, 2026).

En el ultimo semestre, Panama se ha visto afectado por un alza, mayor al 3,0% de
la poblacion nacional, en ENT socialmente consideradas de “menor impacto” como
es la obesidad (Tello, 2025). Se resalta que este tipo de condiciones, acorde con la
Coordinacion Nacional de Medicina Familiar, esta directamente relacionado con el
surgimiento de otras ENT y el estimado aumento en la mortalidad poblacional bruta
de las proximas décadas (Ministerio de Salud, 2022, 2023c), como se describe en
el grafico (Grafica 1), asi como en las principales causas de morbilidad del pais

(Pan American Health Association, 2024).

Grafica 1. Variacion porcentual de la mortalidad por enfermedades crénicas no transmisibles (ENT) en Panama
en las dltimas décadas.
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Nota: informacidén obtenida del Instituto de Estadistica y Censo (lbarra H, 2025). *porcentaje estimado

a partir de la tasa de mortalidad registrada a nivel nacional hasta 2024.
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1.2.2. Costos sanitarios

Los costos sanitarios se definen, de acuerdo con la OMS y sus subdivisiones, como
los gastos totales incurridos en la provision de servicios de salud, incluyendo las
coberturas de los sistemas publico y privado relacionadas con la atencién médica
(Organizacién Mundial de la Salud, 2024; Organizacion Panamericana de la Salud,
2023). Entre las condiciones involucradas, ENT generan costos financieros
sustanciales para las personas y los hogares, provocando no solo pérdidas de
productividad que retrasan el desarrollo interpersonal, sino, a nivel socioeconémico,
como uno de los agravantes reconocidos para la pobreza en la actualidad. La OMS
estipula, en su plan de desarrollo para la Agenda 2030, que, dentro del periodo
abarcado, las ENT costaran a la economia mundial mas de 30 billones de délares
(Organizacién Mundial de la Salud, 2021). Asimismo, MINSA indico, en su reporte
presupuestario bianual para el periodo 2024, que las enfermedades crénicas no
transmisibles (ENT), entre las cuales se encuentran el cancer, las enfermedades
respiratorias crénicas, las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades
renales y la diabetes (Yovira, 2024), representan una carga significativa para el
sistema de salud nacional siendo responsables de una gran parte del presupuesto
destinado a la atencion médica (Direccion Nacional de Planificaciéon en Salud,
2024).

En Panama se ha registrado una pérdida de productividad econémica a causa de
muerte prematura desarrollada por una ENT que, en su mayor densidad de
mortalidad, ha representado mas de 10 millones de ddlares en los ultimos afos
(Herrera Ballesteros, 2024). No obstante, un presupuesto mayor es otorgado a nivel
nacional para su tratamiento, alcanzando hasta mas de 600 millones de délares
anuales, o aproximadamente 41 mil balboas anuales por paciente, en insumos,
equipos y personal necesario para mejorar la calidad de vida de las personas que
padecen de una ENT, acorde con la direccidon general de la Caja de Seguro Social
de Panama (Sanchez, 2022).
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1.2.3. Estado de los tratamientos de lesiones cutaneas hipoéxicas
aplicados en Panama

En Panama existen multiples entornos de atencion clinica de heridas, cuyo impacto
es relevante tanto para pacientes agudos como para los crénicos. Entre las
principales se identificaron 29.132 pacientes agudos y cronicos atendidos en estos
centros especializados en 2021 (Sanchez, 2022), con una media de 326 pacientes
atendidos semestralmente por institucion regional (Ministerio de Salud, 2023a). Este
promedio se mantiene en la actualidad, dado que diariamente son atendidos
aproximadamente 55 pacientes a nivel publico (Ministerio de Salud, 2023d; Tello,
2024), con instituciones llegando a reportar hasta 35,248 casos anuales, de los

cuales un 75% corresponden a lesiones de pacientes con ENT (Sanchez, 2026).

A nivel publico, estas instituciones especializadas atienden a pacientes con
diagnosticos de pie diabético, ulceras venosas o arteriales, quemaduras de Il grado,
heridas infectadas o traumaticas de poca extensién con pérdida de sustancia, y
abscesos drenados (Tello, 2024), asi como curaciones de biopsias, sistemas de
compresion de multiples capas, terapias de presion topica y heridas post operatorias
(Sanchez, 2022); todos procesos generalmente realizados con intervenciones
quirdrgicas minimas, basadas en desinfeccion local, cobertura con gasas o apodsito
con espuma Yy prescripcion de farmacéuticos antiinflamatorios y antibidticos
(Sanchez, 2022; Tello, 2024). Este tipo de intervencion es caracterizada por dejar la
curacion de la herida al ritmo del sistema fisiolégico de cada paciente, ofreciendo
proteccion de factores externos con dicha barrera fisica colocada por encima de las
heridas abiertas (Britto et al., 2025) y, en el caso de heridas especificas que puedan
ser acondicionadas para el uso de apésitos, se incorpora el uso de maltodextrina en
polvo o el colageno, generalmente en forma de hidrocoloides e hidrogeles; no
obstante, el uso de estas innovaciones tienden a ser menos frecuentes por su alto
costo en el mercado (Diaz, 2024). Por otro lado, a nivel de atencién privada, los
pacientes, de ser candidatos para procesos topicos inmediatos, tienden a ser
tratados localmente con apdsitos sintéticos, antimicrobianos, hemostaticos,
controladores de olor o en polvo, promovedores del proceso de cicatrizacion,

permitiendo la obtencién de un tratamiento rapido (Moreno & Arosemena, 2025).
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Los tratamientos utilizados en las clinicas de heridas en Panama han sido altamente
estudiados, permitiendo reconocer las condiciones en las que su uso es
recomendado, asi como los beneficios y desventajas que ofrece cada uno (Britto et
al., 2025; Pilehvar-Soltanahmadi et al., 2018). Este ultimo punto, para los cobertores
topicos mas utilizados en Panama, se resume en la siguiente tabla (Tabla 2). Si bien
los tratamientos de uso especializado expuestos previamente son considerados “de
alta gama”, a nivel académico se han identificado areas de mejora en su disefio,
especialmente en cuanto a su grado de permeabilidad a gases como el oxigeno.
Esta desventaja se ha relacionado con efectos hipoxicos y la acumulacion de
desechos en el area de tratamiento (Zoneff et al., 2024). Asimismo, existe la
posibilidad de desarrollar alergias a reactivos cicatrizantes sintéticos presentes en

parches comerciales (Fornes Pujalte et al., 2008).

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los métodos de vendaje de heridas, utilizados en Panama
Vendaje | Descripcion Ventajas Desventajas Referencia
e Inconveniente al | (Fornes
Malla tejida de algodén . - retirar  (dolor o | Pujalte et al,,
Gasas | Sintético util para la | | ng(;' S(fs‘tg"'za“ desbridamiento) 2008).
limpieza de lesiones en . - e Corta vida util.
sus ultimos estadios. * Altadisponibilidad. e Sin intercambio
gaseoso
Aposito Esponjas en laminas | «  Buenos + Seca rapidamente (2%';;0 Fetmal.,
de cuadradas o en cinta absorbentes las heridas. Dorolto Zt aels
espuma con .varlablhdad_ en | ¢ Proteccion de | ¢ Sin adherencia 2068 "
porosidad y densidad. trauma directa. )
e Corta vida util. (Britto et al.,
Geles o mallas de | ¢ Comodos e Absorbancia 2025; Fornes
Hidrogel | polimeros compuestos | ¢  Favorecen el alivio limitada Pujalte et al.,
es principalmente por de dolor. e No recomendables | 2008).
agua. e Rehidrata el area para heridas
exudativas.
Mallas impermegbles a | e Flexibles ° :ab'“t?ala ad?ﬁ;;g; I(DFch?;thSet al.,
Hidrocol bgse “de polimeros | e Humedad y calor al expuesta. 2008).
. hidrofilicos enlazados area.
oides e Mal olor por
con celulosa, que |e Buenos Iy
aumentan en volumen. absorbentes. OXIdaCI_On .
e Poca visibilidad

Ante las problematicas planteadas y tomando en consideracion las limitaciones
existentes en las estrategias convencionales de oxigenacion tisular, aplicadas y en
desarrollo, surge la siguiente interrogante de investigacion: sen qué medida la
incorporaciéon de sistemas de origen vegetal en plataformas fotosintéticas

contribuye a promover la oxigenacion localizada en ensayos in vitro?
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1.2.4. Efectos de la hipoxia, en lesiones cutaneas, en Panama
El indice de mortalidad que manejan las lesiones cutaneas, a nivel mundial, se
relaciona estrechamente con la presencia de otras afecciones en el sistema, previas
a la lesion o desarrolladas tras un tratamiento tardio de dichas heridas (Catrina &
Zheng, 2021; Maharjan et al., 2022; Yun et al., 2010). En Panama se mantiene esta
tendencia (Direccion Nacional de Planificacion en Salud, 2024), a pesar de sostener
un indice de mortalidad general de 4.9 por cada 1000 habitantes en el 2023, la
incidencia de muertes especificamente correlacionadas con complicaciones
derivadas de una herida o lesion de la piel se ha mantenido constante en los ultimos
registros publicados por el Instituto Nacional de Estadistica y Censo (Direccion
Nacional de Planificacion en Salud, 2024; Ibarra H, 2025; Sanchez-Cruz et al.,

2016), como es indicado en el siguiente grafico (Grafica 2).

Grafica 2. Incidencias de comorbilidad por condiciones de la piel y tejidos subcutaneos, en la Republica de
Panama.

INCIDENCIAS DE COMORBILIDAD CUTANEA, EN PANAMA
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Nota: informacion obtenida de los registros del periodo de 2019 al 2023 (Ibarra H, 2025)

Por otro lado, la presencia de una lesidén cutanea en un paciente crénico puede tener
un impacto significativo en su calidad de vida, no solo impulsando a una vida
sedentaria que comprometa su salud (Yovira, 2024) o limite sus capacidades
sociales, sino aumentando su vulnerabilidad ante otras condiciones potencialmente
mortales y generando una carga economica sobre los sistemas de salud
(Organizacién Mundial de la Salud, 2021; Pan American Health Association, 2024,
Tello, 2025). De forma especifica, el posible desarrollo de infecciones o las

amputaciones de extremidades por complicaciones derivadas de una lesién son de
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los puntos de mayor impacto psicolégico y fisico en el desarrollo de la vida del
paciente (Sanchez-Cruz et al., 2016). No obstante, en la mayoria de los casos, el
asentamiento causado por este tipo de lesiones conllevan a un aumento en su
acumulacién de grasas y, por consecuente, el desarrollo de una posible obesidad
cronica que limita al paciente en sus actividades diarias e inclusive puede ser una
fuente alternativa de dolores musculares e inconformidades en general (Herrera
Ballesteros, 2024; Yovira, 2024); ademas de aumentar significativamente el riesgo
de desarrollar otras enfermedades, como la hipertension arterial, la enfermedad
renal crénica o la diabetes mellitus tipo | y I, lo que implica mayores costos en

tratamientos y cuidados de salud (Herrera Ballesteros, 2024).
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1.3. Justificacion de la investigacion

Las disrupciones epidérmicas son de las afecciones mas comunes en los seres
humanos (Fornes Pujalte et al., 2008), y la poblacion panamefia no es la excepcién
a esta generalidad. La Republica de Panama cuenta con mas de 30 clinicas de
heridas a nivel nacional (Ministerio de Salud, 2023d; Tello, 2024). Estas instituciones
especializadas atienden a pacientes con diagnosticos de disrupciones dérmicas de
mayor o menor gravedad; brindando tratamientos rapidos basados en la
desinfeccion local, cobertura y prescripcion de farmacéuticos (Diaz, 2024). Este
proceso ofrece proteccion frente a factores externos, mas no considera la necesidad
de un suministro de factores de crecimiento que aceleren la cicatrizacion (Ministerio
de Salud, 2023b) o detengan el proceso de apoptosis celular causada por la falta
de oxigeno localizado en el area de la lesién (Zoneff et al.,, 2024), un efecto
comunmente relacionado a la baja permeabilidad gaseosa de apdsitos
convencionales en pacientes con enfermedades crénicas no transmisibles
(Sanchez-Cruz et al., 2016; Zoneff et al., 2024) . En este ambito, los avances
tecnoldgicos en biomedicina tisular han adquirido una especial inclinacién por la
integracion de sistemas vegetales (Barron Gonzalez et al., 2023), dado que estos
ofrecen una alternativa prometedora ante condiciones hipdxicas utilizando

mecanismos biolégicamente estudiados (Wang et al., 2022; Zhang et al., 2024).

Analizando el avance regional en esta area, se han registrado una gran cantidad de
avances médicos globales enfocados en mejorar las terapias aplicadas para
lesiones cutaneas de mayor o menor gravedad, profundidad e, inclusive, grado de
liberacidon de liquidos con bases en apdsitos pasivos o bioactivos (Camci-Unal et
al., 2013; Jiang et al., 2024; Zoneff et al., 2024). Sin embargo, en Panama persiste
una notoria escasez de innovacion enfocada en este campo, donde los tratamientos
de heridas complejas dependen principalmente de tecnologias y productos
importados (Martinez et al., 2021; Sanchez, 2022; Tello, 2024), lo que nos diferencia
de otros paises de la regién, donde el desarrollo local estd mas potenciado (Grafica
3).
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Grafica 3. Distribucion del desarrollo de la regién en lesiones cutaneas en el periodo del 2018-2024.

DISTRIBUCION DE INNOVACIONES EN LESIONES
CUTANEAS DESARROLLADAS EN LATINOAMERICA

m Brasil
mArgentina
m Colombia
m Chile

mMéxico

Nota: distribucion del desarrollo de la regién en lesiones cutaneas incluyendo: Chile con 4, México con 3,
Argentina, Colombia y Brasil con 2 innovaciones desarrolladas, cada uno. (Escobar Chavez, 2022; Lima-Junior
et al., 2019; Neuman, 2023; UNAL, 2018; UNC, 2023)

Tomando en consideracién lo planteado hasta este punto, la presente propuesta se
orienta a generar aportes significativos en los ambitos cientifico, metodolégico e
institucional, al abordar una problematica relevante mediante el uso de sistemas
biolégicos no convencionales. Este enfoque interdisciplinario busca ampliar las
alternativas actuales para la produccion controlada de oxigeno en entornos in vitro,
con proyeccion hacia aplicaciones en ingenieria tisular y el tratamiento de lesiones

cutaneas en hipoxia.

En el plano cientifico, se espera obtener resultados experimentales originales que
evidencien el comportamiento fotosintético de sistemas vegetales integrados en
biopeliculas funcionales dentro de matrices descelularizadas, evaluando su
capacidad de liberacion de oxigeno en el tiempo bajo condiciones controladas.
Estos resultados constituiran una linea base para estudios posteriores en ingenieria
tisular, bioingenieria y areas afines, contribuyendo a la comprensién del desempefio
oxigénico sostenido tanto de sistemas celulares complejos como de organelos
simples, cumpliendo con el analisis comparativo entre distintas estrategias de

oxigenacion bioldgica.
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Desde el punto de vista metodoldgico, el desarrollo y adaptacion de protocolos de
descelularizacion de hojas tropicales representan una contribucion directa al disefio
de andamios vegetales funcionales. Las modificaciones introducidas, orientadas a
preservar la arquitectura del soporte y favorecer su integracion con biopeliculas
fotosintéticas, establecen una referencia replicable para futuros estudios que
busquen emplear matrices vegetales no convencionales. Con esto, se da lugar al
impacto en el ambito regional, donde se espera generar una ampliacion en los
posibles usos cientificos de hojas tropicales como materia prima, en especial en
paises con alta biodiversidad vegetal como Panama; de manera que, con esta
propuesta, se promueve el aprovechamiento de materiales locales accesibles,
fomentando lineas de investigacion adaptadas a las condiciones ambientales y
econdmicas de la regién. Asimismo, la integracién de agentes fotosintéticos en
biopeliculas funcionales dentro de una capa de matriz descelularizada con la
finalidad de proporcionarle estabilidad y contencion al medio inmediato, sin limitar
su permeabilidad ante el intercambio de gases y recepcion de luz, representa una

técnica metodoldgica innovadora dentro del campo de biomateriales fotosintéticos.

Los resultados y metodologias derivados de este proyecto de investigacion
establecen una linea base para el disefio, evaluacién y optimizacion de plataformas
oxigénicas fotosintéticas, facilitando el desarrollo de investigaciones posteriores
orientadas a mejorar la estabilidad, eficiencia y aceptacion de sistemas biolégicos
hibridos, disefiados a partir de una matriz vegetal descelularizada y un componente

bioactivo fotosintético, aplicados a la oxigenacion dirigida.
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1.4.Objetivos
Objetivo General:

Generar plataformas fotosintéticas basadas en la incorporacién de sistemas
vegetales, como estrategia para promover la oxigenacion localizada, en

ensayos in vitro.

Objetivos Especificos:

e FEtapa 1. Analizar la viabilidad de integracion de cloroplastos aislados en

andamios, a partir de su capacidad de liberacion de oxigeno en el tiempo.

e Etapa 2. Desarrollar un hidrogel de alginato fotosintético en una plataforma
estructural tipo tamal descelularizado, como estrategia

innovadora mediante técnicas de bioingenieria.
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1.5.Alcance y limites de la propuesta

La presente investigacion propone un enfoque no convencional para la oxigenacion
localizada en ensayos in vitro, basado en la incorporacion funcional de sistemas
vegetales fotosintéticos. A diferencia de las aproximaciones tradicionales,
dependientes de mecanismos fisicos de difusion o de la aplicacién de agentes
inorganicos para el suministro de oxigeno, esta propuesta explora el uso de la
fotosintesis como proceso activo integrado al microambiente experimental,
ampliando las posibilidades de disefio en ingenieria tisular. Ademas, este proyecto
se distingue por la integracion de hojas tropicales como estructuras
descelularizadas de soporte, las cuales, pese a su amplia disponibilidad en regiones
tropicales como Panama, no han sido reportadas de manera sistematica como
matrices funcionales para plataformas fotosintéticas orientadas a la oxigenacién

biologica.

Esta propuesta define una estrategia de oxigenacion bioldgica claramente
delimitada en su alcance experimental. La primera etapa se centra en la evaluacion
de cloroplastos extraidos de hojas comunes, como fuentes individuales de oxigeno,
con el objetivo de analizar su estabilidad y funcionalidad en condiciones in vitro, en
comparacion con la actividad de microalgas de la especie Chlorella vulgaris, De
manera complementaria, la segunda etapa plantea el desarrollo de una plataforma
fotosintética hibrida, conformada por hidrogeles de microalgas incorporados en un
soporte vegetal descelularizado, concebida como un sistema activo y localizado de
produccion de oxigeno. Cabe resaltar que el presente estudio se limita a la
evaluacion de la actividad de los sistemas fotosintéticos de forma aislada, sin incluir

la integracidn de células animales ni ensayos interespecie o de interaccion directa.
1.6.Linea de Investigacion

El presente proyecto de investigacion pertenece a la linea de investigacion en
ciencias de la salud de la Universidad Latina de Panama, especificamente al area
de investigacion de Ingenieria de tejidos, biomateriales y biomecanica, de la carrera

de Ingenieria Biomédica e Instrumentacion.
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2. CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigaciones realizadas en el tema

Diversas investigaciones recientes han explorado el uso de plataformas
fotosintéticas como alternativas para mejorar la disponibilidad de oxigeno en
entornos relacionados con la regeneracion tisular. La literatura comprende estudios
centrados en el desarrollo de andamios descelularizados a partir de tejidos
vegetales, asi como en la incorporacion de microalgas y componentes fotosintéticos
aislados, como cloroplastos vy tilacoides, en diferentes matrices y biomateriales.
Mientras los andamios vegetales aportan estructuras de soporte para aplicaciones
de ingenieria tisular, la incorporacién de sistemas fotosintéticos permite aprovechar
su capacidad de generacion de oxigeno bajo condiciones de iluminacion. En
conjunto, estos enfoques abordan de manera complementaria los componentes
estructurales y funcionales necesarios para el desarrollo de plataformas
fotosintéticas, brindando un panorama respecto a su biocompatibilidad y potencial

aplicacién en procesos de reparacion cutanea.

En este contexto, la siguiente tabla (Tabla 3) presenta un resumen de los
antecedentes mas relevantes relacionados con el desarrollo de andamios vegetales
descelularizados y plataformas fotosintéticas basadas en microalgas, cloroplastos y
tilacoides. Los estudios se presentan de manera cronolégica e incluyen informacion
sobre sus autores, la revista cientifica en la que fueron publicados y una sintesis de
sus principales aportes. Esta organizacion permite observar la evolucién de los
diferentes enfoques empleados para el desarrollo de estas plataformas, asi como
establecer relaciones entre las estrategias estructurales y fotosintéticas abordadas
en la literatura. A partir de esta comparacion, se identifican los principales avances
y aspectos aun poco explorados que sirven como referencia para el desarrollo de la

presente investigacion.
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Tabla 3. Investigaciones cientificas relacionadas al proyecto

Investigaciones en el desarrollo de andamios descelularizados a partir de plantas

Nombre del articulo -

Revista

Autor et al., ano cientifica e
Revision en la utilidad de tejidos vegetales
“Crossing kingdoms: Using descelularizados como andamios tridimensionales
decellularized plants as en ingenieria tisular. Los resultados indican que estos
perfusable tissue | Biomaterials andamios pueden soportar el crecimiento celular,
engineering scaffolds” proponiéndose como una alternativa biomaterial
Gershlak et al., 2017 sostenible para aplicaciones en regeneracion de
tejidos. (Gershlak et al., 2017)
Evaluacion de tejidos vegetales descelularizados
como andamios para ingenieria tisular, permiten la
o> . . adhesion, proliferacién y organizacion de células
Biofunctionalized Plants as s . .
. . . Advanced humanas siguiendo la microarquitectura natural de la
Diverse Biomaterials for ) . - .
» Healthcare planta. Sus propiedades hidrofilicas y capacidad de
Human Cell Culture” - . o
Materials transporte de agua favorecen el mantenimiento

Fontana et al., 2017

celular, posicionandolos como una alternativa versatil
y accesible a los biomateriales convencionales
(Fontana et al., 2017).

“The Emerging Role of
Decellularized Plant-Based

International

Analisis del potencial de los andamios vegetales
descelularizados derivados de tallos y hojas rigidas,
como biomaterial emergente en ingenieria tisular.

Journal of | Incluye la evaluacion de  métodos de
Scaffolds as a New R . ; .

. - . Molecular descelularizacién, asi como sus ventajas como bajo
Biomaterial.” — Harris et al., \ o ) . ;
2021 Sciences costo, sostenibilidad y diversidad estructural, ademas

de los principales retos para su aplicacion biomédica
futura (Harris et al., 2021).
Primer estudio experimental en la evaluacién de
hojas de banana descelularizadas como andamios
« . sostenibles para alimentos cultivados. Tras confirmar
Decellularized banana O . L
. . . .| la eliminacioén celular, se analizaron recubrimientos y
leaves: eco-friendly | Frontiers "N | estrategias de siembra para determinar adhesién
scaffolds for cell-based | Sustainable Food 9 P ’

seafood” — Banavar et al.,
2024

Systems

viabilidad y crecimiento celular, ademas de su
estabilidad frente a procesamiento térmico. Los
resultados demuestran que estas hojas pueden
actuar como plataformas ecologicas y efectivas para
soportar proliferacion celular (Banavar et al., 2024).

“Plant-Based Scaffolds for
Tissue  Engineering: A
Review” — Vargas-Ovalle et
al., 2025

Polymers

Revision en el uso de andamios vegetales
descelularizados como alternativas econémicas y
éticas, para ingenieria de tejidos, expandiendo su
aplicacién a modelos de tejido, ensayos de farmacos,
biosensores y carne cultivada. Analiza la frecuencia
de diferentes matrices vegetales, las principales
técnicas de descelularizacion y métodos para
favorecer la adhesion de células de mamiferos.
Concluyendo en la necesidad estandarizar métodos
y caracterizar mejor el desempefio de andamios
derivados de plantas, en estudios in vivo (Vargas-
Ovalle et al., 2025)
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Investigaciones en el desarrollo de andamios fotosintéticos con microalgas

Nombre del articulo - | Revista
~ NP Resumen
Autor et al., ano cientifica
Revision de estrategias fotosintéticas para tratar la
. . hipoxia tisular, utilizando microorganismos
Frontiers in

“Photosymbiosis for
Biomedical Applications” —
Chavez et al., 2020

Bioengineering
and
Biotechnology

fotosintéticos como fuente local de oxigeno. Analiza
sus aplicaciones en ingenieria de tejidos y
mantenimiento de 6rganos, asi como los principales
desafios para su futura implementacion clinica.
(Chavez et al., 2020).

“A bioinspired scaffold for
rapid oxygenation of cell
encapsulation systems” —
Wang et al., 2021

Nature
Communications

Presenta el disefio de un andamio bio-mimético con
canales internos de aire que mejora la difusion de
oxigeno en sistemas de encapsulacion celular. Este
demostré su eficacia terapéutica al corregir la
diabetes en un modelo murino durante mas de seis
meses (Wang et al., 2021).

‘In Situ 3D Bioprinting
Living Photosynthetic
Scaffolds for Autotrophic
Wound Healing” — Wang et
al., 2022

Research

Desarrollo de andamios fotosintéticos desarrollados
mediante bio impresion incorporando microalgas
como fuente sostenida para la generacién de oxigeno
bajo iluminacion. En un modelo de heridas
diabéticas, este tipo de impresion directa de los
andamios acelerd significativamente el cierre de
heridas, destacando su potencial como innovacion
(Wang et al., 2022).

“Living microecological
hydrogels for wound
healing” — Chen et al., 2023

Science
Advances

Generacion de un hidrogel vivo que combina
microalgas (Chlorella) y bacterias (Bacillus sublitis)
para enfrentar hipoxia e infeccion en heridas. Este
sistema esta basado en un material termosensible y
adhesivo que permite una aplicacién liquida que se
solidifica rapidamente y se adhiere al lecho de la
herida (G. Chen et al., 2023).

“Oxygenated Wound
Dressings for  Hypoxia
Mitigation and Enhanced
Wound Healing” - Han et
al., 2023

Molecular
Pharmaceutics

Revision del papel del oxigeno en la cicatrizacion y el
efecto de la hipoxia en la regeneracion tisular.
Ademas, se da el analisis de estrategias para mejorar
la oxigenacion localizada, incluyendo materiales
generadores o transportadores de oxigeno desde
nano enzimas hasta la integracion de bacterias
fotosintéticas, y evaluando sus mecanismos, eficacia
probada y limitaciones que permitan optimizar su
disefio (Han et al., 2023).

“Bioactive Algae in Wound
Healing: Natural Solutions
for Modern Medicine”
Aher et al., 2025

Journal of
Pharmacy and
Bioallied
Sciences

Analisis del potencial de las algas marinas como
fuente sostenible de compuestos bioactivos para el
tratamiento de heridas. Destaca sus propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas, hidratantes y
biocompatibles, que favorecen la regeneracion tisular
sin cicatrices excesivas. Ademas, explora su
aplicacion en formulaciones como hidrogeles y
productos topicos. Su aplicacion en formulaciones
como hidrogeles y productos topicos (Aher et al.,
2025).
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“Therapeutic potential of
microalgae-derived natural

Revision del potencial de microalgas en el
tratamiento de heridas, especialmente en el contexto
de cicatrizacion de heridas diabéticas. Se analiza su
rol en los procesos fisiolégicos, se describen algunos

compounds in diabetic . ) . .
o Heliyon compuestos bioactivos que pueden ser derivados de
wound healing: A . o
. " algas y potencialmente favorecen la regeneracion;
comprehensive review” — . : .
. ademas de examinar el uso de hidrogeles
Pei et al., 2025 e . . , !
fotosintéticos en la liberacion de oxigeno y farmacos
in situ y sus desafios actuales (Pei et al., 2025).
Desarrolla parches de hidrogel fotosintético
reforzado que incorporan microalgas para generar
oxigeno, asi como metabolitos bioactivos,
p . : reduciendo el riesgo de fuga microbiana. Estos
3D-printable reinforced . ;
. . . apositos, probados en modelos de heridas agudas,
photosynthetic living | Chemical : .
. . abarcan un sistema basado en materiales
hydrogel patches for | Engineering . L
C termosensibles y fotopolimerizables, que se adaptan
accelerated wound healing” | Journal

— Zhang et al., 2026

a la geometria de las heridas y ofrecen alta
estabilidad mecanica, resultando en una oxigenacion
localizada efectiva, aceleraciéon en la regeneracion
epitelial y promocién de la angiogénesis (S. Zhang et
al., 2026).

Investigaciones en el desarrollo de andamios con integracion de cloroplastos/tilacoides

Nombre del articulo - | Revista R
- L esumen
Autor et al., aino cientifica
Abarca el desarrollo de un sistema fotosintético
‘A plant-derived natural basado en unidades de nano tilacoides (“NTUs”)
photosynthetic system for Nature encapsuladas en una membrana de condrocitos,
improving cell anabolism” — para mejorar el anabolismo celular al proporcionar
Chen et al., 2022 una fuente independiente y controlable de ATP y
NADPH (Chen et al., 2022).
“Chloroplast—boosted Evaluacion de un sistema fotodinamico que integra
. Journal of . -
photodynamic therapy for . cloroplastos funcionales con un fotosensibilizador
Photochemistry

effective drug-resistant

bacteria killing and biofilm

and Photobiology

para mejorar la terapia antimicrobiana. En ensayos
in vitro, el sistema mostré mayor eficacia bactericida,

ablation” — He et al., 2023 B: Biology que el fotosensibilizador solo (He et al., 2023).
Biosistema “respiratoid” disefado para mejorar la
oxigenacion de células trasplantadas mediante la

“0 . o estabilizacion de cloroplastos con un péptido de

xygenating  respiratoid . . . : ;
; . transito conjugado a alginato. El sistema permite la
biosystem for therapeutic | Nature

cell transplantation” — Jang
etal., 2024

Communications

generacion espontanea de oxigeno, incluso en
condiciones hipdxicas, y mantiene la funcionalidad de
islotes pancreaticos trasplantados en ratones
diabéticos durante 100 dias sin inmunosupresion
(Jang et al., 2024).

“Incorporation of
photosynthetically  active
algal chloroplasts in

cultured mammalian cells
towards photosynthesis in
animals” — Aoki et al., 2024

Physical
biological
sciences

and

Emplea cloroplastos aislados de alga roja
incorporados en cultivos compartidos con células
animales, donde aun integrados en el citoplasma de
las células mamiferas, mantuvieron su estructura y
funcionalidad en términos de actividad de transporte
electronico del fotosistema Il durante al menos dos
dias (Aoki et al., 2024)
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2.2.Bases teodricas que sustentan la investigacion
El desarrollo de sistemas fotosintéticos capaces de generar oxigeno de manera
localizada requiere considerar tanto la capacidad de sus componentes bioldgicos
para generar y liberar oxigeno como las estrategias empleadas para su
incorporacion y estabilizacion. En esta seccion se presentan los fundamentos
asociados con la capacidad de liberacion de oxigeno de cloroplastos vy tilacoides,
asi como los métodos empleados para su aislamiento y estabilizacion.
Posteriormente, se abordan los principios relacionados con el desarrollo de
hidrogeles fotosintéticos formulados a partir de diversos polimeros que incorporan
microalgas y componentes fotosintéticos aislados. Finalmente, se consideran las
propiedades de las estructuras descelularizadas de origen vegetal y su funcién
como elementos de soporte para la integracion de estos sistemas en plataformas
fotosintéticas. En conjunto, estos fundamentos permiten establecer un marco
conceptual para comprender el disefio y funcionamiento de la plataforma propuesta

en el presente estudio.

2.2.1. Anadlisis de la capacidad de liberacién de oxigeno de sistemas
fotosintéticos.

Los cloroplastos son organelos que albergan las reacciones metabdlicas necesarias
para la fotosintesis (Cartaxana & Cruz, 2020; Hill, 1939; Olejniczak et al., 2016).
Estructuralmente, estos se componen de membranas externa e interna, siendo esta
ultima el punto de alojamiento de sistemas interconectados denominados tilacoides,
que, a su vez, estan conformados por granas apiladas (Espinosa-Barrera & Chavez-
Sahagun, 2019); una representacion de lo anterior vista desde una célula vegetal,
se muestra en la siguiente figura (Figura 5). Estos organelos se reconocen por ser
capaces de generar oxigeno aun fuera de células completas, dado un ambiente
adecuado, desde hace poco menos de un siglo, con Robert Hill como el principal
autor de estos descubrimientos (Hill, 1939); no obstante, su produccién es
reconocida por abarcar una ventana de tiempo corta, con los primeros registros
desarrollados en términos de minutos (Hill, 1937, 1939) y horas, especialmente tras
su almacenamiento a temperaturas bajo cero (Droppa et al., 1981). Aun en la

actualidad, esta problematica se mantiene relevante, con estudios recientes como
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los de Adamiec et al. y Wang et al., resaltando la inestabilidad organica en el tiempo
de sistemas pese a la aplicacion, sin desestimar su alto potencial como un agente

oxigenante efectivo para la biomedicina (Adamiec et al., 2024; S. Wang et al., 2025).

Figura 5. Representacion de la estructura de los cloroplastos. Creado con BioRender.

(Adaptado de Fromme et. al, 2006)
Nota: (a) membrana externa, (b) membrana interna, (c) tilacoides y (d) estroma, obtenida desde una célula

vegetal de una hoja genérica. Basado en (Fromme et al., 2006).

Considerando lo expuesto, a lo largo de los afios multiples investigadores han
estudiado métodos de estabilizacion temporal de cloroplastos o tilacoides aislados
a partir de hojas. En este ambito, una primera investigacion fue publicada en 1950
por los autores Gorham y Clendenning, quienes definieron un método de
estabilizacion de cloroplastos, efectivo para reducir la pérdida de actividad
fotosintética, evaluada mediante exposicion a la luz durante dos horas tras su
almacenamiento prolongado con sacarosa a bajas temperaturas, lo que dio una
mejor preservacion en comparacion con la liofilizacion (Gorham & Clendenning,
1950). Por su parte, el autor Thomas Punnet estudié la reproduccion y estabilizacion
de la reaccion de Hill en cloroplastos completos y rotos a partir de la modificacién
de los tampones de extraccion utilizados en el aislamiento. Obtuvo cambios en el
pH de la suspension en el tiempo de almacenamiento con la adicion de glucosa y
cloruro, que resultaron en el registro de actividad fotosintética alta y relativamente

estable por hasta cinco horas posteriores a almacenamiento (Punnett, 1959).
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Una alternativa de estabilizacion surge con el autor R. B. Park, quien introduce el
concepto de fijacion de estos organelos mediante aldehidos, dada su capacidad de
establecer enlaces intramoleculares, realizando pruebas con formaldehido vy
glutaraldehido como agentes principales, con lo que se logré identificar una
preferencia por el glutaraldehido como un agente capaz de mantener la actividad
maxima por hora en los fotosistemas | y Il por cada miligramo de clorofila extraido
(Park, 1970). Este ultimo factor continué en estudio por los siguientes anos, con
investigaciones como la de los autores Hardt y Kok donde la implementacion de
glutaraldehido aumenté el tiempo de vida util de cloroplastos en almacenamiento
por 5 dias (Hardt & Kok, 1976) o la de Zilinskas y Govindjee quienes definieron una
relacion entre la concentracion ideas de glutaraldehido y la pérdida de funcionalidad
de la cadena de transporte de electrones consiguiendo una concentracion ideal para
la proteccién de cambios de pH del medio sin inhibir la reaccién de Hill (Zilinskas &
Govindjee, 1976).

Otros métodos explorados para la estabilizacion a largo plazo son las estudiadas
por Kulandaivelu y Hall cuya inclusion de albumina de suero bovino en
almacenamiento a -5°C extiende la capacidad de fosforilacion de cloroplastos
extraidos por 10 dias (Kulandaivelu & Hall, 1976), los métodos aplicados por Morris
et al. donde se logra identificar la utilidad de albumina de suero bovino a bajas
concentracion como el mejor resultado para el almacenamiento por hasta 6 dias,
haciendo especial énfasis en el uso de albumina de suero bovina libre de acidos
para estos ensayos (Morris et al., 1982). Los autores Farkas y Malkin, por su parte,
estudiaron métodos de conservaciéon de las funciones de fosforilacion y transporte
de electrones a temperaturas bajas (-100 °C), donde la inclusion de crio
preservantes permite la conservacion total de estas actividades por hasta 10 meses,
resaltando que una varianza en la temperatura de almacenamiento menor (-75°C)
causa la inhibicion de la fosforilacién a pocas horas de almacenamiento (Farkas &
Malkin, 1979). Por otra parte, la microencapsulacién como método de estabilizacion
en el tiempo se ha aplicado desde 1975, con el estudio de Kitajima y Butler, quienes
desarrollaron microesferas de membrana artificial con grupos amino capaces de

permitir la interaccion limitada de las particulas del fotosistema | con el medio, lo
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que resulté en una reduccién de la actividad oxigenante inicial (Kitajima & Butler,
1976). Otro método de encapsulacion es descrito en el estudio de Kierstan y Bucke,
quienes utilizan esferas de alginato polimerizadas con cloruro de calcio para
inmovilizar los cloroplastos extraidos sin inhibir el desarrollo de la reaccion de Hill

en el tiempo (Kierstan & Bucke, 1977).

Entre otro de los métodos de preservacion estudiados, la inmovilizacién de
cloroplastos aislados en geles de poliacrilamida es definida en ensayos como el de
Ochiai et al., donde se determina la posibilidad de retener la actividad de los
fotosistemas | y Il aun a temperaturas de 50°C gracias al uso del método de
polimerizacidn redox, puesto que la elaboracion de un gel de poliacrilamida
convencional elimina la actividad de los cloroplastos durante la reaccién de
polimerizacion (Ochiai et al., 1977). Este método fue optimizado en un articulo
posterior de Ochiai, en el que se destaca un incremento en la capacidad de
reduccion de dioxido de carbono al ajustar los tiempos de gelacién y al emplear
reactivos menos abrasivos (Ochiai et al., 1983). Otra técnica de inmovilizacion es
descrita por Karube et al., donde se implementa un gel de agar suplementado con
transportadores de electrones, en este estudio se describe una reduccion de
moléculas de NADP entre 25 y 30°C, con una evolucion de hidrogeno estable por

las primeras 6 horas de medicién (Karube et al., 1981).

Por su parte, Meunier et al. describe el uso de un gel de silice para la inmovilizacion
y conservacion de la funcionalidad de tilacoides, incluyendo agentes protectores
como glicerol y seroalbumina bovina,pero destaca como en esta combinacion el uso
de glicerol no sostiene efectos favorables para la prolongacién de actividad
fotosintética, asi como que la seroalbumina bovina representa un buen agente de
proteccion por hasta 6 dias (Meunier et al., 2009). A partir de este ultimo estudio,
surge la variante descrita por Vaca-Oviedo et al., para inmovilizacion en gel de silice
con copolimero y ciclohexano posterior a una fase de emulsificacion, dando como
resultado un valor estable de concentracion de clorofilas a y b medida a partir de
espectroscopia UV-Vis, aun a temperaturas de 38 °C (Vaca-Oviedo et al., 2020).
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Cabe resaltar que, autores como Cocquempot et al., han evaluado multiples de los
meétodos descritos anteriormente en condiciones distintas a las originales, siendo un
ejemplo de esto su estudio de 1981. En este estudio son aplicadas distintas
condiciones de inmovilizacién de tilacoides extraidos de hojas de lechuga utilizando
la produccion comparativa de oxigeno a 20 °C bajo luz constante para determinar
su efectividad funcional, resultando en la identificacién de polimeros de albumina de
suero bovino (20%) y glutaraldehido (0,3% v/v) como el mejor protector de los
tilacoides ante la foto inactivacion por 50 minutos (Cocquempot et al., 1981). En
estudios posteriores de este autor, esta condicion se estudia nuevamente,
incluyendo la inmovilizacion en gel de alginato, lo que permite identificar que el uso
de glutaraldehido disminuye el grado de actividad del transporte de electrones, pero
contribuye significativamente a la estabilizacion de las funciones fotosintéticas
durante hasta 12 horas (Cocquempot & Thomas, 1984; Cocquempot et al., 1982).
La influencia de este autor en métodos de preservacion establecié las bases para
otros estudios, como el de Apostolova et al., donde la incorporacion de estos dos
agentes protectores en una solucién impregnada en un filtro de nitrocelulosa
permitid su estabilizacion a 4°C en oscuridad por hasta 50 dias, considerando que
a los 5 dias de almacenamiento se ve una pérdida del 50% de la actividad
fotosintética inicial, aumentando en un 10% aun 50 dias después (Apostolova et al.,
2011); asimismo, Brouers et al. estudiéo ambas condiciones de inmovilizacion, matriz
de seroalbumina bovina-glutaraldehido y matriz de alginato, con el objetivo de
generar una optimizacion en la metodologia para otras hojas y evaluar su efectividad
en la estabilizacion de la generacién de oxigeno (O2), resultando en una
preservacion de actividad fotosintética | y Il en mas del 80% aun después de cuatro
dias de exposicion, mas el reducir el grado de difusion con el medio trae consigo
cofactores y la pérdida de actividad unicamente por aislamiento (Brouers et al.,
1984). Tomando en cuenta consideraciones similares, en el estudio de Carpentier
se describe la inmovilizacién de membranas fotosintéticas en una matriz reticulada
a base de seroalbumina y glutaraldehido mas concentrado, lo que demuestra la
capacidad de mantener la actividad de los fotosistemas en frio y en oscuridad

durante hasta 9 dias (Carpentier, 2008).
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Finalmente, otras alternativas mas novedosas han surgido con estudios como el de
Chen et al., donde se desarroll6 un sistema fotosintético artificial basado en
unidades de tilacoides aisladas de cloroplastos vegetales, las cuales fueron
transformadas en unidades de nano tilacoides y posteriormente recubiertas con
membranas plasmaticas derivadas de condrocitos. En este estudio se demostro que
los componentes fotosintéticos derivados de cloroplastos pueden mantenerse
funcionales mediante estrategias de estabilizacién bio-miméticas, lo que abre la
posibilidad de emplear sistemas fotosintéticos aislados como herramientas para la
generacion localizada de energia metabolica o moléculas derivadas de la
fotosintesis en sistemas celulares animales (Chen et al., 2022). Por otra parte, el
estudio desarrollado por Jang et al. abarca un sistema disefiado para generar
oxigeno mediante cloroplastos aislados y estabilizados en un péptido de transito
derivado de una de sus proteinas, que puede anclarse en su membrana externa e
incorporarse dentro de una capsula de alginato para su integracion al medio de
aplicacion. Los analisis de este sistema demostraron mayor estabilidad estructural,
menor liberacién de clorofila por degradacién y mayor capacidad de generacion de

oxigeno en condiciones hipoxicas (Jang et al., 2024).

Un resumen de las bases tedricas mencionadas a este punto es presentado a
través de la siguiente tabla (Tabla 4).

Tabla 4. Estado del arte en estabilizacion de cloroplastos y tilacoides aislados

Nombre del articulo Método de estabilizacion Evaluacion Referencia

Storage of isolated Actividad posterior a un | (Gorham &

Sacarosa en solucion de

chloroplasts without loss of almacenamiento (0.5 M, p/v) afo en | Clendenning,
photochemical activity P ML P almacenamiento. 1950)
Stability of isolated

chloroplast preparations | Glucosa y cloruro en solucion | Estabilizacion de | (Punnett,
and its effect on hill | de almacenamiento reaccion de Hill. 1959)

reaction measurements

Albumina de suero bovino y
glicerol en solucién de | Estabilidad posterior a | (Wasserman &
almacenamiento (9 mg/mL o | ciclos de congelado a | Fleischer,

1% p/v; 10% vlv, | 0°y atemperado a 4°. 1968)
respectivamente)

The stabilization of
chloroplast function
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Chloroplast (and Grana):

Glutaraldehido en solucién de

Actividad de

Photosynthetic  Electron s o fotosistemas | y Il en el

Transport in Aldehyde extrgccpn (5% viv) + tiempo, posterior a (Park, 1970)
. . Metilamina .

Fixed Material extraccion.

Stabilization by

glutaraldehyde of high-rate

Glutaraldehido en solucién de
extraccion (2.5%, v/v)

Actividad posterior a 5
dias de
almacenamiento.

(Hardt & Kok,
1976)

electron  transport in
isolated chloroplasts

Stabilization by
glutaraldehyde fixation of
chloroplast membranes
against inhibitors of

oxygen evolution

Glutaraldehido en solucién
(0.5% vlv, por cada 150ug de
clorofila)

Porcentaje de
inhibicion de evolucién
de oxigeno y reaccion
de Hill.

(Zilinskas &
Govindjee,
1976)

Stabilization of the
photosynthetic activities of
isolated spinach

Albumina de suero bovino en
soluciéon de almacenamiento

Actividad de
fosforilacion posterior a

(Kulandaivelu

chloroplast during | (1%, p/v) almacenamiento. & Hall, 1976)
prolonged ageing

Microencapsulacion con
Microencapsulation of | gelatina y protamina (10% | Actividad oxigenante | (Kitajima &
Chloroplast Particles p/v; 40% pl/v) por cada 5 | relativa Butler, 1976)

mg/mL de clorofila.

The immobilization  of
microbial cells, subcellular
organelles, and enzymes
in calcium alginate gels

Microencapsulacion con
alginato de sodio y cloruro de
calcio (1% p/v, 0.05 M) por
cada 0.2 mg/mL de clorofila.

Evaluacion de reaccion
de Hill por reduccion de
tincion de DCPIP

(Kierstan &
Bucke, 1977)

Inmovilizaciéon en gel de
Immobilization of | POliacrilamida con | Actividad de | (ochiai et al,
Chloroplast Photosystems pollr_nerl_zamon redox foto&gfcemg’l y ”. por 1977)
(acrilamida 15%, BIS 2%, | estabilizacion térmica.
Persulfato de amonio 0.02%)
Actividad de
Cold storage of isolated | Etilenglicol en suspensién de | fosforilacion y | (Farkas &
class C Chloroplasts almacenamiento (30% v/v) transporte de | Malkin, 1979)
electrones
mr?]rg’gﬁge?jv°|uéﬁgrgé;; Inmovilizacion en gel de agar, | Evolucion de | (Karube et al.,
(2%). hidrégeno. 1981)

and C. Butyri.

Comparative stabilization
of biological photosystems
by several immobilization
procedures

Inmovilizacion proteica
(albumina y gelatina), en
polisacaridos  (alginato vy
carragenina) y polimeros
sintéticos  (poliuretanos vy
resinas)

Actividad de liberacion
de oxigeno y
estabilidad en
almacenamiento

(Cocquempot
etal., 1981)

The stability of electron

Albumina de suero bovino en

Actividad y estabilidad

(Morris et al.,

transport n vitro solucién de almacenamiento. del transporte  de 1982)
chloroplast membranes electrones

Inmovilizacién por
Co-immobilization  effect | entrecruzamiento Actividad de
on H2 production by a | (glutaraldehido y albumina de | hidrogenase y | (Cocquempot
chloroplast membranes- | suero bobino) y | produccién de | etal., 1982)
hydrogenase system encapsulacion en gel de | hidrogeno

alginato.
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Immobilized Organelles

Inmovilizacién en
poliacrilamida con
polimerizacion redox
(acrilamida 15%, BIS 0.8%,
persulfato de potasio 0.02%)
por cada 1 mg/mL de clorofila.

gel de

Porcentaje de fijacion
de dioxido de carbono
ante exposicion de luz

(Ochiai et al.,
1983)

Immobilization of
chloroplasts, chloroplast S . Actividad de
. Inmovilizacién en matrices de . .

membrane fractions and seroalbimina fotosistemas, emision
plant cells, and lutaraldehido  (20% /3/ de fluorescencia, | (Brouers et al.,
stabilization of the | ¢ o %o PVl avolucion de oxigenoy | 1984)

. o 0.35% v/v y matrices de y
photosynthetic  activities alginato (2% piv) produccion de
for the photoproduction of 9 °P hidrégeno
hydrogen
Immobilization of -
Photosynthetic Albumina de suero bovino y ;‘Acﬁ(t)l\s/:csi?edmas de (Carpentier
Membranes in an Albumin- | glutaraldehido en  matriz cuantificacion dt)a/ 2008p) ’
Glutaraldehyde reticulada (20% p/v; 1.5% v/v) clorofilas

Crosslinked Matrix

Thylakoids entrapped
within porous silica gel:
Towards living matter able
to convert energy

Inmovilizacién en gel de silice
utilizando tetraetoxisilano y
seroalbumina (1 M v/v; 15
mg/mL)

Produccion y difusion
de oxigeno relativa y
estabilidad enzimatica

(Meunier et al.,
2009)

Prolonged sensitivity of
immobilized thylakoid

Inmovilizacién impregnada en
un filtro de nitrocelulosa, con
seroalbumina

Fluorescencia de
clorofila y evolucién de

(Apostolova et

; y

lmembrane§ in cross- glutaraldehido (20% p/v; | oxigeno al., 2011)
inked matrix to atrazine 0.33% v/

.33% viv)
A plant-derived natural | Preservacion en DMSO vy | Evaluacion de (Chen et al
photosynthetic system for | encapsulacion en membrana | produccion de ATP y 2022) "
improving cell anabolism proteica celular NADPH.

Recubrimiento con péptido de
Oxygenating respiratoid | transito  de  cloroplastos | Medicion de oxigeno (Jang et al
biosystem for therapeutic | derivado de proteinas y | en condiciones 20249) v
cell transplantation encapsulamiento en alginato | hipdxicas

(1.8% plv).
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2.2.2. Desarrollo de hidrogel de alginato fotosintético en una plataforma
estructural tipo tamal descelularizado
2.2.2.1. Elaboracion de hidrogeles fotosintéticos

Los hidrogeles son estructuras tridimensionales, caracterizadas por su alto
contenido de agua y por una red interna reticulada, elaborados a partir de cadenas
de polimeros biocompatibles. Estas plataformas han sido estudiadas y modificadas
con el fin de integrar métodos de generacion local de oxigeno (Ho et al., 2022; Jiang
et al., 2024; J. Zhao et al., 2024). Estos sistemas pueden contar con la integracion
de un componente fotosintético, como es expresado en la literatura de Maharjan et
al. (Maharjan et al., 2022), asi como en la revision académica “Oxygen-Releasing
Hydrogels for Tissue Regeneration”, donde es analizada su viabilidad en
tratamientos en términos de biocompatibilidad, tolerancia mecanica e indice de
absorcion maximo en el tiempo (Chen et al., 2022; Jiang et al., 2024).
Actualmente, existe una gran cantidad de organismos utilizados en parches de
oxigenacion fotosintética destinados a aplicaciones médicas. Si bien sus
caracteristicas fisioldgicas y necesidades luminicas para procesos bioquimicos
influyen en su grado de versatilidad biomédica (Chavez et al., 2020), las reacciones
metabdlicas necesarias para su subsistencia en sus unidades fotosintéticas se
llevan a cabo de manera similar (Olejniczak et al., 2016). Cabe resaltar que, a pesar
de contener microorganismos vivos ajenos al cuerpo, estos parches presentan un
alto nivel de biocompatibilidad y biodegradabilidad en el tejido, como indica
Maharjan et al., cuya investigacion resalta la integracion de microalgas en matrices
encapsuladas capaces de preservar su viabilidad y permitir una liberacion
controlada de oxigeno en ambientes hipoxicos (Maharjan et al., 2022; Wang et al.,
2022). Complementariamente, gracias a su liberacion sostenida de oxigeno, se
consideran un método eficaz para la proliferacién, migracion y diferenciaciéon
celulares, ademas de actuar como un sistema promotor de la angiogénesis y
proporcionar una base que facilita la sintesis de matrices extracelulares (Chavez et
al., 2020; Maharjan et al., 2022; Wang et al., 2022).
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Estudios como el de Hopfner et al. incorporan las microalgas en un biomaterial
poroso, lo que permite su viabilidad sin comprometer la capacidad de liberacion de
oxigeno a lo largo del tiempo (Hopfner et al., 2014). De forma similar, Chavez et al.
incorporan sus microalgas en biomateriales destinados a ser implantados,
permitiendo evidenciar que los organismos fotosintéticos pueden mantenerse
funcionales (Chavez et al., 2016); un punto relevante en la literatura actual es
descrito inicialmente por Corrales-Orovio et al., donde se abarca el disefio de
hidrogeles bioactivos capaces de generar oxigeno y, de igual forma, promover la
viabilidad celular bajo iluminacion en un material biocompatible, al que, ademas, se
le realizan modificaciones para cargar moléculas bioactivas o antibiéticos y ampliar
su potencial terapéutico en el tratamiento de heridas (Corrales-Orovio et al., 2023).
Por su parte, los autores Wang et al. y Chen et al. desarrollaron un sistema de
biomaterial fotosintético basado en la encapsulacion de microalgas y potenciaron
este tipo de plataformas terapéuticas en ambientes hipdxicos, incluyendo variantes
que permitieran controlar respuestas biolégicas adversas al ser aplicadas en el
futuro (Chen et al., 2022; Wang et al., 2022). Dado el rapido desarrollo de este tipo
de hidrogeles, se han establecido las bases mediante ensayos preclinicos y clinicos,
como el de Obaid et al., en el que se emplea una variable de dichos andamios
cargados con microalgas directamente en heridas superficiales, lo que arroja
resultados clinicos positivos, lo que demuestra que la implantacion de estos

sistemas es segura y bien tolerada por los pacientes (Obaid et al., 2021).

En el estudio liderado por Chen et al., se definieron sistemas bio-hibridos basados
en tilacoides para internalizacion, capaces de generar ATP y NADPH bajo
iluminacion (Chen et al., 2022). De forma similar, Zhang et al, desarroll plataformas
nanométricas fotosintéticas disefiados para suministrar oxigeno de manera
localizada y mejorar terapias antitumorales limitadas por la hipoxia del
microambiente tumoral, resultando en la modulacién del microambiente tisular y
mejorar en la viabilidad celular en condiciones de responsabilidad de oxigeno
(Zhang et al., 2024), mientras que Jang et al. disefid modelos bio-hibridos, también
a través de nano encapsulaciones, totalmente funcionales al evaluar la estabilidad

del sistema y generar oxigeno aun en condiciones hipdxicas (Jang et al., 2024). Por
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otra parte, una aplicacion alternativa interesante de este tipo de hidrogeles ha sido
presentada por Liu et al., donde se detalla la creacion y aplicacion de un sistema
bio-hibrido basado en nano capsulas de cianobacterias disefiadas para modular el
microambiente hipdxico en el tratamiento del infarto de miocardio, lo que demuestra

el dinamismo en el campo que estas tecnologias generan (Liu et al., 2022).

Si bien el campo de hidrogeles fotosintéticos se mantiene en desarrollo, los articulos
mas recientes coinciden en la busqueda por un método de modulacion de
microambiente tisular prolongada. El estudio de Xing et al. report6 el desarrollo de
un hidrogel fotosintético compuesto a base de carboximetil quitosano (CMCS) y
microalgas, disefiado como biomaterial de apdsito para promover la cicatrizacion de
heridas mediante la liberacion localizada de oxigeno. A diferencia de otros sistemas
en los que la formacion del hidrogel requiere temperaturas elevadas o largos
tiempos de gelificacion, los autores implementaron un mecanismo de reticulacion
foto inducida, lo que permitié encapsular las microalgas en condiciones suaves y
preservar su viabilidad metabdlica, manteniendo una estructura porosa estable que
favorece el intercambio de gases y nutrientes (Xing et al., 2025). Por su parte, Lv et
al. desarroll6 un sistema terapéutico compuesto por un hidrogel derivado de plantas
combinado con nano-unidades provenientes de cloroplastos (NCU) de hojas, con el
objetivo de tratar lesiones por infarto de miocardio mediante la reduccién de hipoxia
tisular, demostrando a través de modelos experimentales in vitro e in vivo que la
combinacion de hidrogel y NCU mostré los mejores resultados terapéuticos,
reduciendo el dafno tisular y mejorando la recuperacién cardiaca, a través del
soporte metabdlico prolongado de los tejidos involucrados (Lv et al., 2025). Por su
parte, Zhang et al. presenta en su estudio mas reciente el desarrollo de hidrogel
fotosintético vivo reforzado, termosensible y fabricado mediante impresion 3D,
disefiado como parche adaptable para promover la cicatrizacion de heridas
mediante oxigenacion localizada, cuya estructura fue optimizada para mejorar la
retencién microbiana, resistencia mecanica y adaptacion a la superficie de la herida,
superando limitaciones comunes de los biomateriales fotosintéticos como la posible

fuga microbiana o la activacién inmunoldgica (H. Zhang et al., 2026).
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Por su parte, la integracion de sistemas fotosintéticos especifica de las microalgas
de la especie Chlorella vulgaris ha mantenido su relevancia en el area de
bioingenieria de tejidos en las ultimas décadas. En el estudio de Cui et al. se
describe la elaboracion de un hidrogel de microalgas en una matriz de gelatina y
carrageninas, que presentd propiedades antimicrobianas y de liberacion sostenida
de oxigeno, ademas de buenas propiedades mecanicas, adhesivas vy
homeostaticas, asi como alta compatibilidad con células animales y la capacidad de
acelerar la curacion de heridas en ensayos in vivo (Cui et al., 2025). De forma
similar, Tarsitano et al. desarrolla un hidrogel con microalgas incorporadas en una
matriz de gelatina y alginato como método para evaluar su grado de citotoxicidad
en esferoides cardiacos, variando las concentraciones del agente fotosintético, en
condiciones de normoxia e hipoxia, de manera que para la segunda condicion se
observa como la presencia de la microalga reduce la sensibilidad celular gracias a
la produccion de oxigeno, siempre que la concentracion de microalgas no
aumentase por encima de los diez millones de células (Tarsitano et al., 2025).
Ademas, regionalmente destaca el estudio de Adams Quintana, donde se describe
la integracion y proliferacion de esta especie en andamios descelularizados de
origen animal, especificamente tejido submucoso intestinal porcino, obteniendo una
matriz biocompatible capaz de generar oxigeno de forma sostenida por hasta 7
horas, bajo condiciones de luz y temperatura constante, y presenta indicios de
biocompatibilidad a través de ensayos in vivo (Adams Quintana, 2025). Finalmente,
el ensayo de Zhang et al. describe la elaboracion de una matriz de hidrogel
enriquecida para promover la supervivencia y el crecimiento, principalmente, de las
microalgas incorporadas, con resultados positivos en su capacidad de produccion
de oxigeno y en el incremento estable del contenido de clorofila durante 7 dias.
Adicionalmente, en este estudio se describe un aumento de la proliferacién celular,
migracion y angiogénesis atribuido a las capacidades de oxigenacion del hidrogel
en ensayos in vitro, asi como la promocioén de la vascularizacion y la regeneracion

tisular de heridas diabéticas en ensayos in vivo.

Un resumen de las bases tedricas relacionadas a la tematica, previamente

mencionadas, es presentado a través de la siguiente tabla (Tabla 5).
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Tabla 5. Estado del arte en hidrogeles fotosintéticos

Nombre del articulo Componentes Resumen Referencia
e Integracion viable de microalgas en 2T022n1ei) et
cultivos compartidos con fibroblastos. ”
Development of | Chlamydomonas e Mejora en la supervivencia celular en
photosynthetic reinhardtii en matriz de J _Sup
. . . . L . cultivos 3D hipéxicos.
biomaterials for in vitro | fibrina y coldgeno en D tracié d idad  d
tissue engineering andamio poroso. * emostracion de  capacida ©
andamios fotosintéticos como fuentes
de oxigeno.
(Chavez et
e Introduccion  del concepto de | al., 2016)
Towards autotrophic | Chlamydomonas . Il\r/]l?)zir:‘:ce:zralgcglr?ng;gtrggce?ﬁ damios in
tissue engineering: | reinhardtii modificada en Vivo para Iibergar moléculas in situ
Photosynthetic gene | andamio de colageno Mei P | . e t."d
therapy for regeneration dérmico. * cjora en la oxigenacion en 1ejidos
con baja vascularizacién, tras
implante.
. . . . - (Obaid et
A First in Human Trial e Primer ensayo clinico en humanos de | 5 2021)
Implanting Microalgae | Matrices de alginato, terapia fotosintética. ’
Shows Safety of | gelatina, polietilenglicol, | ¢  Aplicacion de andamios con
Photosynthetic Therapy | alojadoras de microalgas in vivo e in Vvitro,
for the Effective | Chlamydomonas evidenciando su capacidad oxigenante
Treatment of Full | reinhardtii. e Demostracion de baja respuesta
Thickness Skin Wounds inmunoldgica 90 dias post implante.
e Generacion de nano unidades | (Chen et al.,
A plant-derived natural Tilacoides / cloroplastos fotosintéticas para la obtencion de ATP | 2022)
hofos nthetic system for incorporados en y NADPH.
iF:nprovi); cell angbolism hidrogeles sintético de | ¢ Evaluacion de la internalizacion del
9 polietilenglicol sistema y transferencia funcional de
fotosintesis a terceros.
In Situ 3D Bioorintin e Mantenimiento de actividad | (Wang et al.,
Livin Photos pntheti?: Chlorella  pyrenoidosa fotosintética de microalgas dentro de | 2022)
g y .~ | estabilizadas con un un hidrogel impreso in situ.
Scaffolds for Autotrophic | . Y . ., .
: hidrogel de alginato. e Aplicaciéon de la liberacion sostenida
Wound Healing , . L
de oxigeno en heridas diabéticas.
5%:?3?82;;3 U Cianobacterias en | ¢ Sistema bio-hibrido de cianobacterias (2IE)|;2)et al,
cgnve?sion P capsulas con hidrogel en nano capsulas recubiertas con
Cvanobacteria Nano foto sensible de hidrogel.
cg sules for Mvocardial metacrilato de gelatinay | ¢ Desarrollo de un sistema de control
psut ¥ nanoparticulas de para la produccion de oxigeno
Infarction Prevention and conversion ascendente mediant timulacion lumini
Treatment . ediante estimulacion luminica.
Chlorella 'y Bacillus | ¢ Ensayo con un sistema generador de | (G. Chen et
Living microecological | subtilis estabilizadas en oxigeno y reductor de colonias | al., 2023)
hydrogels for wound | un hidrogel bacterianas patogénicas.
healing termosensible con F127 | ¢  Mejora en el microambiente celular
y poli dopamina hipoxico de heridas diabéticas
Development of a e Biomaterial pionero en el estudio de | (Corrales-
photosynthet_lc hydrogel Chlamydomonas actividad fc?t'osmtenca sostenida. Orovio et al.,
as  potential  wound . o e Demostracion de alta | 2023)
. reinhardtii integrada en . S . . . :
dressing for the local ; : biocompatibilidad in vitro e in vivo,
. hidrogeles de alginato : .
delivery of oxygen and cubriendo las necesidades

bioactive molecules

metabdlicas de oxigeno.
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Desarrollo de sistema hibrido con alta

(Jang et al.,

Oxygenating respiratoid | Tilacoides / cloroplastos estabilidad en entornos bioldgicos. 2024)
biosystem for therapeutic | incorporados en esferas Limitacion en la cantidad de oxigeno
cell transplantation de alginato con células. producida, proporcional a la
iluminacion disponible.
Preparation of bhoto- Ensayo con foto reticulacion para | (Xing et al.,
par P Hidrogel de carboximetil formar el hidrogel bajo condiciones | 2025)
crosslinked microalgae- : S
: quitosano con suaves que preservan la viabilidad de
carboxymethyl chitosan .
. Chlamydomonas las microalgas.
composite hydrogels for reinhardtii Evaluacion de | duccion  d
enhanced wound healing valuacion de 1a produccion —de
oxigeno sostenida en el tiempo
Compensacion del déficit energético | (Lv et al,
Unidades cloroplasticas asociado a la hipoxia, modulando los | 2025)
Plant-derived  hydrogel | derivadas de hojas procesos celulares con el suplemento
and photosynthetic nano- | vegetales en una matriz de ATP y NADPH.
units for  myocardial | de acido glicirricico y un Desarrollo de un hidrogel vegetal
infarction therapy. polisacarido natural basado en acido glicirricico combinado
extraido de glycyrrhiza. con unidades derivadas de
cloroplastos.
Chlorella-encapsulated Elaboracion de hidrogel antimicrobiano | (Cui et al.,
living hydrogel based on | Hidrogel de gelatina, y con la capacidad de liberar oxigeno, | 2025)

gelatin and carrageenan
with  oxygen production,
hemostatic and
antibacterial capacity for
promoting wound healing

carragenina k y
carragenina |, cargados
con microalgas Chlorella
vulgaris

capaz de acelerar el
curacion de heridas.
Obtencién de un hidrogel con gran
habilidad homeostatica y
compatibilidad con células y sangre.

proceso de

Chlorella-enriched

Obtencion de hidrogel con

(Tarsitano et

hydrogels protect against Matriz de alginato propiedades mecanicas estables, sin | al., 2025)
myocardial damage and : g y alteracion en su porosidad a

4 . gelatina con microalgas . .
reactive oxygen species . concentraciones menores de los diez

L S Chlorella  vulgaris a . .

production in an in vitro distintas millones de microalgas.
ischemia/reperfusion concentraciones Reduccion en la sensibilidad de células
model using cardiac ’ anexas ante ambientes hipéxicos, bajo
spheroids una fuente de luz.

Desarrolio de un apo§|to Matriz de submucosa Obtencion de andamio biocompatible (Adgms
de submucosa intestinal . X " . Quintana,
. descelularizada derivado de tejido porcino, capaz de

descelularizada y . id | L ul 2025)
microalgas como | €nriquecida con promover el crecimiento celular.
tratamiento para lesiones microalgas Chilorella Produccion de oxigeno sostenida, bajo
CUtaneas cronicas vulgaris iluminacion, por hasta 7 horas.
Encapsulacion estable de organismos | (S. Zhang et
3D-printable  reinforced Hidrogel de diacrilato de fotosintéticos en una matriz | al., 2026)
o ot i | Pluronic F127/diacrilato termosensible.
E dro )él patches fogr de polietilenglicol, Produccion de oxigeno bajo
azcelgrated wound encapsulador de iluminacion para la promocion de la
healing microalgas y angiogénesis y deposicion de
cianobacterias colageno, acelerando la cicatrizacién
de heridas.
Incorporacién de microalgas en | (H. Zhang et
hidrogel complejo como método para | al., 2026)
Hidrogel de Chlorella promover  su supervivencia Yy
Nutrient Matrix-Supplying | vulgaris  con  &cido crecimiento dentro de la matriz por
Hydrogel for Chlorella | hialurénico, ceramida, mas de 7 dias en luz constante.
vulgaris Promotes | urea, extracto de Demostracion de compatibilidad en
Diabetic Wound Healing Portulaca oleracea, ensayo in vivo obteniendo reducciones

niacinamida y PGP.

en las respuestas inflamatorias de
heridas diabéticas, con el suministro
de oxigeno
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2.2.2.2. Desarrollo de andamios descelularizados a partir de hojas

Figura 6. Proceso simplificado de la descelularizacién de hojas. Creado con BioRender.

Descelularizacién

Los andamios descelularizados de origen vegetal representan una alternativa
prometedora frente a matrices de origen animal o sintético, principalmente debido a
su bajo costo, amplia disponibilidad y arquitectura inherente, asi como su
versatilidad. Los procesos de descelularizacién vegetal buscan eliminar de forma
eficiente el contenido celular, preservando la estructura tridimensional de la pared
celular y, en algunas aplicaciones, su red vascular (Adamski et al., 2018; Gershlak
etal., 2017; Harris et al., 2021; Shang et al., 2024) y ciertos protocolos han mostrado
aplicabilidad en multiples sistemas vegetales, a pesar de sus diferencias en
composicidon estructural (Toker et al., 2020) (Figura 6). Autores como Gershlak et
al. describen el potencial de estos andamios vegetales para asimilar estructuras
vascularizadas, dada la complejidad organica de multiples especies de plantas
desde hace poco menos de una década. Su publicacién “Crossing kingdoms: using
decellularized plants as perfusable tissue engineering scaffolds” demuestra
firmemente la viabilidad del uso de plantas descelularizadas como un método
sostenible para la elaboracion de andamios de ingenieria tisular, sin haber realizado
ensayos clinicamente relevantes (Gershlak et al., 2025; Gershlak et al., 2017). A
partir de estos estudios, otros autores han enfocado su investigacion en el desarrollo
de andamios vegetales a través de la implementacion de metodologias derivadas,
en las que se resaltan enfoques dedicados a la preservacioén estructural para su uso
como bases de crecimiento celular con objetivos de regeneracion celular (Fontana

et al., 2017) y de implementacion en la industria (Jones et al., 2021). Asimismo, se
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destacan los estudios enfocados en la descelularizacion de tejidos vegetales con un
alto grado de rigidez, que aplican métodos con y sin la integracion de agentes
detergentes, con el fin de disminuir la toxicidad de la superficie en los andamios
resultantes (Adamski et al., 2018).

En el estudio realizado por Dikici et al. se evalua el potencial de las hojas de
espinaca (Spinacia oleracea) como andamios biomateriales para aplicaciones en
ingenieria de tejidos y en estudios de angiogénesis, mediante un proceso de
descelularizacion y posterior recubrimiento para permitir la adhesion de fibroblastos.
Este articulo demuestra una colonizacion celular alta a nivel superficial de la hoja,
concluyendo en su potencial como plataforma tridimensional util para ingenieria de
tejidos (Dikici et al., 2019). Mientras Dikici evalua el potencial de estas hojas en la
angiogeénesis fibroblastica, el ensayo de Salehi et al. evalua su capacidad como
estructuras tridimensionales para el cultivo y diferenciacion osteogénica de células
madre mesenquimales, lo que resulta en la identificacién de beneficios estructurales
que favorecen la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular en comparacion con
los controles (Salehi et al., 2020). De forma similar, Robbins et al. exploraron el uso
de las hojas de espinaca descelularizadas como andamios para la regeneracion de
tejido cardiaco contractil in vitro, aprovechando la arquitectura vascular natural de
la hoja y su potencial como una red de perfusion de nutrientes, con resultados
positivos aun sin la inclusion de recubrimientos proteicos superficiales (Robbins et
al., 2020). Por su parte, Harris et al. investigaron las propiedades biomecanicas
dinamicas de hojas de espinaca descelularizadas como biomateriales para
ingenieria de tejidos; no obstante, a diferencia de trabajos previos que se enfocaron
principalmente en biocompatibilidad y adhesion celular, este estudio analizé si los
andamios vegetales pueden soportar deformaciones mecanicas ciclicas similares a
las presentes en tejidos fisiolégicos, particularmente en érganos sometidos a
movimiento continuo. Este ensayo demostrd que las hojas descelularizadas pueden
soportar deformaciones ciclicas durante al menos 24 horas, manteniendo su
arquitectura estructural y su capacidad de retencion de agua (Harris et al., 2021).
Similarmente, el estudio de Gorbenko et al. explora el desarrollo de injertos

vasculares mediante hojas vegetales reforzadas con gelatina reticulada, como un
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método para aumentar su durabilidad y mejorar su capacidad de soporte en
condiciones similares a las de los vasos sanguineos. Los resultados de esta
investigacion demostraron una estructura vascularizada capaz de redirigir el flujo de
fluidos a través de los canales naturales del tejido vegetal, con una resistencia

mecanica y compatibilidad celular mejoradas (Gorbenko et al., 2023).

La implementacion de hoja de espinaca descelularizada en estudios mas recientes
ha cobrado un punto de interés similar desde su primera introduccion a la
biotecnologia moderna, con estudios como el de Raundal et al. donde son utilizadas
como matriz tridimensional para promover la diferenciacion osteogénica de células
madre gracias a la aplicacion de un método de descelularizacién con menor grado
de citotoxicidad resultante (Raundal et al., 2024), el estudio de Ksouri et al. donde
se aplican bajas concentraciones de detergentes comunes para generar una matriz
descelularizada antibacteriana y biocompatible con fibroblastos en ensayos in vitro
para evaluacion de procesos de cicatrizacion (Ksouri et al., 2024), la investigacion
del autor Serkan Dikici donde se utilizan como una plataforma tridimensional para
la liberacion controlada de acido ascorbico como método para promover la sintesis
de colageno de fibroblastos en cicatrizacion (Dikici, 2024), y el articulo de Filiz et al.
cuya implementacion se basa en la generacion de una plataforma vascularizada
capaz de emular un ambiente controlado para distintas etapas de crecimiento de

células cancerigenas (Filiz et al., 2024).

El concepto del autor Lacombe et al. introduce la descelularizacion de hojas de
espinaca, tomate, entre otras, en la que la biocompatibilidad de las estructuras se
evalua en paralelo con la identificacion de la sefalizacion celular o mecano
transduccion en los cultivos (Lacombe et al., 2020). En este estudio se realizé un
anadlisis en las capacidades de modificacion del comportamiento celular en
comparacion con los modelos tradicionales de cultivo bidimensional, utilizando un
sustrato como medio de adhesién en este ensayo se obtuvieron resultados positivos
hacia la proliferacion y formacion de capas celulares, asi como en la identificaciéon

de propiedades mecanicas blandas que alteran la mecano transduccién celular util
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para emular entornos celulares fisioldgicamente mas realistas que los cultivos en

plasticos rigidos (Harris et al., 2021; Lacombe et al., 2020).

Los autores Walawalkar y Almelkar desarrollan una perspectiva diferente, en la que
se propone la implementacion de hojas de col como andamios para la generacion
de constructos tisulares previamente vascularizados de gran tamano, optimos para
el crecimiento de células endoteliales, lo que se traduce en la obtencion de un medio
de gran tamano, en comparacién con otros andamios descelularizados similares,
con baja citotoxicidad y adecuada viabilidad celular (Walawalkar & Almelkar, 2021).
De forma similar, el estudio desarrollado por Salehi et al. evalua el potencial de los
andamios descelularizados derivados de esta hoja, col o repollo, para promover la
diferenciacion de células osteogénicas a partir de células madre, y demuestra que
la matriz tridimensional presenta propiedades estructurales favorables para la
adhesiéon y proliferacion celulares, con una mayor actividad indicadora de
diferenciacién en comparacion con los cultivos en placa (Salehi et al., 2021). Otra
variante en el ambito de la descelularizacidon de hojas surge con la implementacion
de hojas de tomate, como la estudiada por Ahmadian et al., en la que se resalta su
utilidad como andamios tridimensionales naturales para el modelado de
microambientes tumorales hepaticos in vitro, mediante la implementacién de células
de carcinoma hepatocelular en su superficie, lo que demuestra adhesiéon celular,
crecimiento y mantenimiento de la viabilidad durante varios dias (Ahmadian et al.,
2023). Ademas, recientemente han aumentado la cantidad de autores que han
optado por la aplicacion de hojas de especies endémicas y abundantes de su region,
como es el estudio de Kim Sun Woo, donde se evalua el uso de hojas de canola
descelularizadas como biomaterial vegetal para aplicaciones en reparacion
cardiaca tras infarto de miocardio, desarrollando un método de descelularizacion
basado en detergentes para eliminar los componentes celulares del tejido vegetal,
preservando la arquitectura estructural de la matriz vegetal compuesta por celulosa
y lignina, resultando no solo en una plataforma capaz de soportar la viabilidad de
fibroblastos cardiacos sino capaz de reducir la liberacion de citocinas inflamatorias
y evitar la transicién génica asociados con fibrosis patoldgica (Kim, 2025).
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Por su parte, la hoja de Musa x paradisiaca L., comunmente conocida como hoja de
banana, ha sido incorporada en multiples estudios analiticos por varias décadas
(Jiang et al., 2022; Jumaidin et al., 2021; Leiva-Mora et al., 2010; Wahyudi et al.,
2022), incluyendo detalles de la topografia y tension con utilidad comparativa
(Andrade-Martinez et al., 2026); no obstante, su potencial como andamio
descelularizado no fue descrito hasta hace unos afos bajo el estudio de Banavar et
al., donde se establece el desarrollo de una plataforma que actuase como base
estructural para el crecimiento celular. Este estudio establecidé un punto de
referencia para los protocolos de descelularizacion en hojas tropicales cuyas
caracteristicas de grosor e impermeabilidad las hacen un sistema no ideal para otros
meétodos previamente aplicados en otras especies, dando como resultado la clara
identificacion del rol que tienen en el comportamiento celular para siembras en esta
estructura tridimensional y el favorecimiento que un andamio estable, ademas de
biodegradable y de bajo costo, como la de esta hoja descelularizada puede tener

en aplicaciones de ingenieria tisular (Banavar et al., 2024).

En contraste, en la literatura revisada no fue posible identificar investigaciones
directamente relacionadas con la descelularizacion de las hojas de Calathea lutea,
conocida como bijao. No obstante, sus caracteristicas quimicas, fisicas, mecanicas
y térmicas (Zulkarnain et al., 2025) expresan similitud con las de la hoja de Musa x
paradisiaca L., asi como con las de otras hojas estudiadas en el estudio de Andrade-
Martinez et al. (Andrade-Martinez et al., 2026), ademas de ser cultivados en
ambientes tropicales similares, como se ha estudiado indirectamente por Schmitt et
al. (Schmitt & Frank, 2013). De forma complementaria, el estudio de Hasan et al.
resalta la generalidad funcional de protocolos refinados aplicados a sistemas
vegetales similares, logrando una descelularizacion total y la conservacion
estructural, dentro de los limites mecanicos de cada una de las plantas en su estado
nativo (Hasan et al., 2024).

A continuacion, se presenta un resumen de las bases teoricas expuestas hasta este
punto, las cuales abarcan los principales pilares e informacién actualizada en

relacion con el campo de descelularizacion vegetal, a manera de tabla (Tabla 6).
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Tabla 6. Estado del arte en andamios vegetales descelularizados

Nombre del articulo Materia prima Resumen Referencia
e Primera demostracion de viabilidad | (Gershlak et
de plantas descelularizadas en | al., 2017)

Crossing kingdoms: Using
decellularized plants as
perfusable tissue
engineering scaffolds

Hojas de Spinacia
oleracea,
Petroselinum
crispum y
Artemisia annua

ingenieria de tejidos.

Definicion de limites en el método de
perfusion para descelularizaciéon de
hojas.

Andamios descelularizados
obtenidos capaces de sostener la
viabilidad de células adheridas por
21 dias.

Hojas de | ¢ Aplicacion de andamios de tejido | (Fontana et
Anthurium, vegetal  descelularizado  como | al., 2017)
Petroselinum plataforma de cultivo.
Biofunctionalized Plants grelzlr)/%? Calathea | ;n:]egr?]ml(_)n ”nde . tecrnlr(]:qa rdle
as Diverse Biomaterials So/eno.;temon udhC|o_’an|za(|:|(|)r para promover 1a
for Human Cell Culture y aanesion celuiar. e
tallos de | ¢ Definicion de relacion entre la
Bambusoideae, expansion celular animal y las
Orchidaceae y caracteristicas hidrofilicas de los
Vanilla tejidos vegetales.
e Aplicacion de dos métodos de | (Adamski et
Two Methods for _ . descelularizacion, con y sin la al., 2018)
e Hoja de Ficus inclusion de detergentes.
Decellularization of Plant | .~ . o
: - hispida, ~Pachira | ¢ Definicion de mayor o menor grado
Tissues for Tissue aquatica d bi tibilidad
Engineering Applications q e locompatibiiidad =~ con
propiedades mecanicas o6ptimas e
impacto metabdlico celular bajo.
e Ensayo de biocompatibilidad in vitro | (Dikici et al.,
Decellularized baby enfocado en neovascularizacion. 2019)
spinach leaves and their e Obtencion de baja toxicidad celular
potential use in tissue | Hoja de Spinacia al realizar siembra fibroblastica con
engineering applications: | oleracea sustrato.
Studying and promoting e Determinacion de actividad
neovascularization angiogénica positiva en células
endoteliales.
e Obtencidn de andamio | (Salehi et al.,
. . o tridimensional  adecuado  para | 2020)
Efficient mineralization ” L
; adhesion y crecimiento celular de
and osteogenic gene -
. . L células madre.
overexpression of | Hoja de Spinacia E d dif o
mesenchymal stem cells | oleracea * ntsayq . de I éerencgamonl
on decellularized spinach osdeoggnlca esarrct> ado sobre €
leaf scaffold andamio ~~ MOslro rayor
mineralizacién que aquellas
cultivadas en placas.
e Definicion de viabilidad de cultivos | (Robbins et
Creation of a contractile cardiacos contractiles de hojas | al., 2020)

biomaterial from a
decellularized spinach leaf
without ECM  protein
coating: An in vitro study

Hoja de Spinacia
oleracea

naturalmente vascularizadas.
Evalua la capacidad de adhesion y
organizacion celular sin
recubrimientos superficiales de la
matriz extracelular.
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Hoja de Spinacia

Ejecucion de protocolo funcional

(Lacombe et

Plant-Based Scaffolds | oleracea, Solan. para multiples especies de hoja, | al., 2020)
Modify Cellular Response | pycopersicum, manteniendo su arquitectura
to Drug and Radiation | Echino. vascularizada.
Exposure Compared to | grisebachii, Determinacion de relacion entre las
Standard Cell Culture | Dracaena propiedades mecanicas blandas y la
Models sanderiana, K. actividad de sefalizacion de rigidez
fedtschenkoi del entorno de las células.
Definicion de  protocolo para | (Walawalkar
Fabricating a pre- descelularizaciones de gran tamario, | & Almelkar,
i -si i [ i 2021
vascularized large-sized Hoja de Brassica sin  comprometer la integridad 021)
metabolically-supportive vascular del andamio.
. ; oleracea ., . .
scaffold using Brassica Aplicacion como andamio viable
oleracea leaf para la manutencién de la actividad
metabdlica de células.
Desarrollo de protocolos de | (Salehi et al,,
Cabbage-derived three- descelularizacién y caracterizacion | 2021)
dlmen3|o_nal cellulose Hoja de Brassica de h(?j?S dle’ gran tamafio y rigidez.
scaffold-induced Identificacion de aumento en la
. ; i oleracea o .
osteogenic differentiation actividad fosfatasa alcalina vy
of stem cells mineralizacion de las células madre
mesenquimales cultivadas.
- . Aplicacion de fuerza para | (Harris et al,,
D_ecellula_rlzed Spinach deformacion mecanica ciclica dentro | 2022)
Biomaterials Support

Physiologically Relevant
Mechanical Cyclic Strain
and Prompt a Stretch-

Hoja de Spinacia
oleracea

del rango fisiologico de la respiracion
pulmonar, sin perder su estructura ni
porosidad.

Determinacién de  propiedades

Induced Cellular o °
Response e!as,tlc_as comparables con tejidos
biolégicos,
Implementacion de recubrimiento | (Gorbenko et
con gelatina reticulada de hojas | al., 2023)
Small-Caliber Vascular descelularizadas para mejorar las

Grafts Engineered from
Decellularized Leaves and
Cross-Linked Gelatin

Hoja de Spinacia
oleracea

propiedades mecanicas y estabilidad
de andamios pequefios.
Obtencion de un material promotor
de la adhesion celular y flujo a través
de canales preservados.

In vitro modeling of
hepatocellular carcinoma
niche on decellularized
tomato thorny leaves: a

Hoja de Solanum

Desarrollo  de microambientes
tumorales hepaticos in vitro a partir
de estructuras porosas de tejido
vegetal y matriz de celulosa.

(Ahmadian et
al., 2023)

novel natural three- | lycopersicum Implementacién  de bruebas  de
dimensional (3D) scaffold adﬁesién li > pruet bilidad
for liver cancer on, profiteracion y- viabiiida
therapeutics sostenible tridimensional.
Definicion de protocolo de obtencion | (Banavar et
de matriz a partir de hojas tropicales. | al., 2024)
Decellularized banana Aplicaciéon de recubrimientos para
leaves: eco-friendly | Hoja de Musa favorecer la adhesién y proliferacion
scaffolds for cell-based | paradisiaca x L celular de lineas capaces de
seafood soportar menores O mayores
temperaturas para cultivos en
muestras.
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Definicion de protocolo libre de

(Raundal et

Decellularized leaf-based detergentes para la obtencién de una | al., 2024)
biomaterial supports matriz libre de material genético.
osteogenic differentiation HIOJa de Spinacia IQen_tl_flca_mon de un nivel
of dental oulp oleracea significativamente bajo de
mesenchymal stem cells citotoxicidad promotor de adhesion,
proliferacion y diferenciacion de
células madre de origen dental.
Aplicacién de métodos de | (Ksouri et al.,
descelularizacion a bajas | 2024)
Biocompatible and Safe concentraciones de detergentes
Decellularized Spinach | Hoja de Spinacia capaz de promover su capacidad
With  Antibacterial and | oleracea antibacteriana.
Wound Healing Activity Implementacion como base 6ptima
para ensayos de cicatrizacidon con
fibroblastos.
Aplicacion de matriz para emular un | (Filiz et al,
Decellularized lant- ambiente vascularizado aplicable en | 2024)
derived vasculature—%n—a— ensayos de simulacién tumoral para
. : . . L cancer de mama.
chip interacting with breast | Hoja de Spinacia . . P
cancer  spheroids  to | oleracea Obtencién de bio-mimética util para
evaluate a dual-drug identificar y reproducir etapas
therapy criticas en la progresion de células
cancerigenas y evaluar la respuesta
de tratamientos en cada una.
Enhancing wound Definicié6n de matriz liberadora de | (Dikici, 2024)

regeneration potential of
fibroblasts using ascorbic
acid-loaded decellularized
baby spinach leaves

Hoja de Spinacia
oleracea

acido ascorbico para promover la
cicatrizacion de heridas.
Identificacion de aumento en la
actividad metabdlica de las células
fibroblasticas después de 21 dias.

Biocompatibility of
decellularized spinach
leaves

Hoja de Spinacia
oleracea

Aplicacion de método de
descelularizacion con baja
concentracion de detergente, capaz
de sostener redes vascularizadas
aisladas.

Evaluacion en modelo murino de
biocompatibilidad resultando en una
baja respuesta inmunoldgica cuatro
semanas después de la integracion.

(Gershlak et
al., 2025)

Decellularized Canola
Leaves as a Bio scaffold
for Cardiac Repair

Hoja de Brassica
napus

Desarrollo de protocolo de
descelularizacion basado en
detergentes sin afectar la matriz de
celulosa vy lignina.

Identificacién de viabilidad celular y
expresion de respuestas
moleculares comparables a las
observadas con biomateriales de
origen animal utilizados clinicamente
Obtencion de analisis de expresion
génica y secrecion de citocinas
indicativas de una disrupcion en el
crecimiento de las células.

(Kim, 2025)
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2.3.Tecnologias disponibles en el mercado asociadas a la investigacion

Las terapias topicas de oxigeno surgen del aumento de las incidencias de
laceraciones en el cuerpo humano, de gravedad variable, en comunidades donde la
aplicaciéon de potenciadores aerdbicos puede ser beneficiosa (Loh et al., 2021;
Nagarsheth et al., 2024), asi como en pacientes con condiciones que modulan el
microambiente celular (Chang et al., 2019; Nagarsheth et al., 2024). En el mercado
actual, el tipo de tecnologias incorporadas como parte de estas terapias estan
compuestas por una estructura que mula la matriz celular capaz de promover la
angiogénesis, normalmente a través de un hidrogel, una parte protectora de
contaminantes exteriores y la integracion de un agente oxigenante capaz de
promover la respiracion en las células cercanas, consecuentemente acelerando el
proceso de cicatrizacion (Oropallo & Andersen, 2023; Su et al., 2024). Un listado
con las tecnologias topicas disponibles en el mercado actual, que cuentan con las

caracteristicas previamente descritas, es presentado a continuacion (Tabla 7):

e NATROX®: estructura promotora de la cicatrizacion mediante la generacion
de oxigeno a partir de la electrdlisis del agua, administrada con un sistema de
entrega colocado directamente sobre la herida (Sayadi et al., 2018).

o GRANULOX®: sistema de atomizacion para aplicacion tépica, basado en

hemoglobina, para mejorar la difusion de oxigeno en heridas cronicas. Este
es un producto de grado médico para uso directo en el area de la herida, lo
que permite la oxigenacion tisular por difusion (Loh et al., 2021).

o KADAM™ / VELOX Care: dispositivo médico de terapia tdpica capaz de

liberar oxigeno puro, a temperaturas de 39 a 42°C, directamente en el area
de la lesién cutanea (Maiya et al., 2022).

o TWO2® Therapy: terapia avanzada de suministro de oxigeno tépico con

presion ciclica que combina un sistema de alta compresién para promover la
cicatrizacion de heridas complejas (Frykberg, 2021; Garoufalis, 2025).

e OxyBand™ Wound Dressing: aposito capaz de liberar oxigeno de alta pureza

directamente en el lecho de la herida, al contener el gas de grado médico
almacenado en una membrana especialmente disefiada para liberar el gas de

forma controlada hacia el tejido, entre sus capas (Lairet et al., 2014).
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Tabla 7. Estudios clinicos asociados a las tecnologias de oxigenacion disponibles en el mercado para uso
hospitalario en tratamientos cutaneos

Tecnologia Estudio asociado Tipo Resumen
“‘An  Observational Clinical Tratamiento en 20 pacientes con Uulceras
Trial Examining the Effect of cronicas de pie diabético de 12 semanas, el
Topical Oxygen Therapy Ensavo 70% de los pacientes presentd una

NATROX® (Natrox™) on the Rates of clfnicz reduccion del area de la ulcera superior al
Healing of Chronic Diabetic 75%, con una reduccion media del 91.3% y
Foot Ulcers (OTONAL Trial)” un tiempo promedio de cierre completo de
(Tang et al., 2024) aproximadamente 78 dias.

Aplicacion de hemoglobina en spray en
D . . cuatro pacientes con Uulceras diabéticas
Pilot  study: hemoglobin . o o
. cronicas con dificultad de curacion,
spray in the treatment of | Ensayo T
L . p . resultando en la cicatrizacion total de dos de
chronic diabetic foot ulcers” | Piloto . RPN
. las lesiones y una reduccion significativa en
(Chadwick, 2014) ~ .
tamafo posterior a dos semanas de
tratamiento.

((;RANULOX Estudio en 40 pacientes con Ulceras
“Clinical  effectiveness  of diabéticas cronicas, donde la aplicacion de
hemoglobin spray (Granulox hemoglobina en spray en conjunto con los
®) as adjunctive therapy in | Ensayo tratamientos para heridas convencionales
the treatment of chronic | clinico resultd en evidentes mejoras en el proceso
diabetic foot ulcers” (Hunt & de cicatrizacion, reduccién de tamafio, dolor
Elg, 2016) y exudacion perceptible desde la primera

semana.
“Topical Controlled Warm Aplicacion de dispositivo en un grupo de 20
Oxygen Therapy Delivered pacientes con Ulceras, donde se consiguio
Through a Novel Device Ensavo una reduccion de tamafno en las lesiones a
(KADAM™) to Treat Diabetic iIotoy las 6 semanas de aplicacion. No obstante, se
Foot Ulcers: A Randomized | P identifican fallos en el sistema de
controlled, Open, Pilot Trial” alimentacion del dispositivo e incomodidad

KADAM™ /| (anirudh et al., 2021 | ient

VELOX Care (Anirudh et al., ) en algunos pacientes. _ .

Estudio en 40 pacientes diabéticos, con
‘KADAM topical warm Ulceras de pie diabético con dificultad de
oxygen therapy device for | Ensayo cicatrizacion. La aplicacion del dispositivo
diabetic foot ulcer - a novel | clinico demostré asistencia en el proceso de
approach”(Maiya et al., 2022) curacion total, sin registrar efectos adversos
severos en los participantes.
“Topical wound  oxygen Aplicacion de terapia en 28 pacientes, donde
therapy in the treatment of E el 80% de los sujetos tratados presentaron
. : . nsayo S
severe diabetic foot ulcers: a clinico una cicatrizacion total a las 12 semanas, en
prospective controlled study” comparacion con el 35% obtenido de
(Blackman et al., 2010) cicatrizacion sin asistencia.

TWO2® - - -

Therapy . Elstudllo en 145 pacientes con Ulceras
“Topical Wound  Oxygen diabéticas cronicas que demuestra un
Therapy in the Treatment of | Ensayo aumento significativo en el proceso de
Chronic Diabetic Foot Ulcers” | clinico sanacion del 73% de los pacientes, al ser
(Frykberg, 2021). administrada en conjunto con tratamientos

convencionales para heridas.
Aplicacion de aposito en 17 pacientes con
“Evaluation of an oxygen- dos heridas de quemadura, de manera que a
OxyBand™ diffusion dressing for Ensavo una de estas heridas fue tratada con un
Wound accelerated healing of donor- nsay injerto de piel acondicionado en el apdsito,
) . » ; clinico o .
Dressing site wounds” (Lairet et al., resultando en una reduccion en el tiempo de

2014)

curacién y dolor, sin comprometer los
resultados cosméticos.
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2.4.Tabla de Patentes

Tabla 8. Patentes asociadas al proyecto.

Num.ero GE [y [l Nombre de la patente — L
asociado, fecha de Descripcion
. Autor de la patente
publicacion
Aposito topico almacenable que genera
GB2024012 “Oxygen-generating oxigeno gaseoso de forma sostenida al

Reino Unido, 09 de enero de
1980

surgical  dressing” —
Johnson & Johnson

contacto con la herida, mediante un
compuesto peréxido y un activador
(Johnson & Johnson, 1980).

US5792090
Estados Unidos, 11 de agosto
de 1998

“Oxygen generating
wound dressing” - Ladin
Daniel

Apésito generador de oxigeno mediante
la descomposicion controlada del
peroxido de hidrégeno mediante un
catalizador (Ladin, 1998).

Vendaje para heridas y, en particular, se
refiere a un vendaje para heridas que

US20170319394 “Oxygen-generating . ti | .
Estados Unidos, 09 de | wound dressing” - Yu- genera omgenquue mantiene la presion
noviembre de 2017 Hong Chen et al parcial de oxigeno en la herida para
) facilitar la cicatrizacion (Yu-Hong & Shih-
Wei, 2017).
« Dispositivo portatil de oxigenacion para
CN115607433 gzzgfgiig devic?axygfeé)r; terapia de heridas, basado en capas

China, 17 de enero de 2023

wound oxygen therapy” —
Lei Zhang et al.

quimicas que generan oxigeno, con
valvula unidireccional y bandas de fijacién
(Zhang et al., 2023).

KR1020230013696

Apésito generador de oxigeno sostenido

- “Sustained oxygen- | que combina un compuesto productor de
z:(;)rl:)bllca dedeCorea, 2720(213 generating wound | peroxido de hidrogeno y una pelicula
dressing” — Minjeong J. polimérica hidrofébica impregnada con
acido ascorbico (Minjeong et al., 2023).

qupellculg de a_llglnato de Pelicula de alginato de sodio con extracto

sodio funcionalizada con s ; ) )
. etandlico de Prosopis laevigata, dicha
extracto  etandlico de | . . . -
MX2021015322 Prosopis laevioata su biopelicula flexible, adaptable y de facil
Meéxico, 12 de junio de 2023 P g y manipulacion para usarse como agente

uso como agente

cicatrizante de heridas” —
Barrén et al.

cicatrizante de heridas (Barron Gonzalez
etal., 2023)

US12447060B2 /
US20240285443A1

Estados Unidos, 21 de octubre
de 2025

“Wound dressings and
systems  with  remote
oxygen generation for
topical wound therapy and
related methods” - Justin
A. Long et al.

Incluye vendajes y sistemas con
generacion de oxigeno remota para la
terapia topica de heridas, incluyendo
sistemas de liberacion de oxigeno en
tejidos especificos (Long et al., 2024).
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2.5.Variables

2.5.1. Definicién conceptual de variables

En la siguiente tabla (Tabla 9), se definen las variables establecidas para la

investigacion, segun la naturaleza de los datos experimentales involucrados.

Tabla 9. Definicion conceptual de variables de la investigacion.

Tipo
variable

de

Concepto

Definicion

Entrada

Tipo de
Sistema
fotosintético
aplicado

Corresponde a la configuracion bioldgica empleada para la
generacion de oxigeno, incluyendo cloroplastos aislados,
organelos responsables de las reacciones caracteristicas de la
fotosintesis en plantas (Hill, 1939); microalgas en suspensién
libre, microorganismos unicelulares eucariotas fotosintéticos
que habitan en ambientes acuaticos (Hopfner et al., 2014); y
microalgas integradas en biopeliculas, es decir, hidrogeles de
polimeros sintéticos con material biolégico capaz de realizar
fotosintesis (Maharjan et al., 2022), recubiertas o no con
matrices vegetales descelularizadas, refiriéndose a hojas
sometidas a procedimientos para remover material genético
resultado en  estructuras  extracelulares = compuestas
principalmente por celulosa (Gershlak et al., 2017).

Proceso

Condiciones
de medicion

Condiciones mantenidas constantes durante el desarrollo de los
diferentes ensayos experimentales para evitar alteraciones
externas en los resultados, a través de técnicas de incubacion,
entendido como el mantenimiento de muestras en condiciones
ambientales controladas dentro de un sistema cerrado (O’leary,
2019).

Salida

Produccion
de oxigeno in
vitro

Se refiere a la cantidad de oxigeno liberado por las plataformas
fotosintéticas, es decir, materiales alterados por la integracién de
agentes vegetales funcionales capaces de realizar fotosintesis
ante un estimulo luminico (Chavez et al., 2020, Chen et al.,
2022).
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2.5.2. Indicadores de desempeno de variables

Para cada una de las variables previamente mencionadas, son establecidos los

siguientes indicadores de rendimiento (Tabla 10).

Tabla 10. Indicadores de desempefio de variables.
Tipo de L
P Concepto Definiciéon
variable
Se estableceran grupos experimentales: cloroplastos aislados
extraidos y estabilizados, microalgas en suspension libre,
Tipo de | microalgas incorporadas en biopeliculas de alginato, microalgas
Sistema incorporadas en biopeliculas recubiertas con matriz de hoja
Entrada e . Co .
fotosintético | descelularizada (tamal oxigénico). Esta variable corresponde a
aplicado la clasificacion de los tratamientos experimentales evaluados vy,
dada su naturaleza categodrica, no presenta indicadores de
desempenfio propios.
- Condiciones controladas de temperatura. El desempefio sera
Condiciones . o
Proceso S evaluado mediante la estabilidad de la temperatura de
de medicion | . e i - S
incubacion bajo condiciones de iluminacion constante.
Se determinard mediante la medicién de la concentracién de
Produccion oxigeno disuelto en el medio de ensayo a lo largo del tiempo. El
Salida de oxigeno in | desempefio de esta variable se evaluara en funcién de la
vitro variacion temporal de la concentracion de oxigeno y del
incremento porcentual alcanzado respecto al grupo control.
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2.6.Glosario de términos

1.

Andamio: estructura tridimensional que actua como soporte fisico para la
adhesion celular y el desarrollo de tejidos funcionales (Chen et al., 2024).
Andamios fotosintéticos: biomateriales que aprovechan los procesos de
fotosintesis para generar oxigeno en ambientes hipdxicos. Estos andamios
representan una solucién innovadora para tratar tejidos con deficiencia de
oxigeno (Maharjan et al., 2022).

Andamios funcionales: estructuras que han sido modificadas quimicamente
para incorporar propiedades especificas, como liberacion controlada de
farmacos o moléculas bioactivas (Kim et al., 2024).

Biocompatibilidad: propiedad de un material para interactuar con tejidos vivos
sin causar efectos adversos. Es esencial en el disefio de biomateriales para
aplicaciones médicas y regenerativas (Gershlak et al., 2025).

Biomateriales regenerativos: materiales disefados para interactuar con
tejidos dafiados y promover su reparacion mediante estimulos fisicos,
quimicos o biologicos (Aoki et al., 2024).

Citotoxicidad: Capacidad de una sustancia o material para causar dafo o
muerte celular (Gershlak et al., 2025).

Ensayo in vitro: técnicas de laboratorio que permiten estudiar un
comportamiento en un ambiente controlado (Jiang et al., 2024)

Ensayo in vivo: técnica experimental donde células, tejidos, organismos u
otros sistemas de interés se estudian directamente dentro de un organismo
vivo. Se utiliza para evaluar la eficacia de tratamientos en condiciones
biolégicas complejas y naturales (Jiang et al., 2024)

Descelularizacion: proceso mediante el cual se eliminan las células de una
matriz bioldgica, dejando intacta su estructura extracelular. Este método
permite el uso de matrices vegetales y animales como andamios en

ingenieria tisular (Gershlak et al, 2017).

10. Difusion: Movimiento de moléculas desde una regidon de mayor concentracion

hacia otra de menor concentracién (Gutiérrez, 1988).
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11.Encapsulacién celular: técnica utilizada para proteger células dentro de una
matriz semipermeable, permitiendo el intercambio de nutrientes y oxigeno
mientras se evita el rechazo inmunoldgico (Jang et al., 2024).

12.Estabilidad estructural: propiedad de un andamio o biomaterial que asegura
su resistencia a deformaciones o degradacion durante su uso en ambientes
bioldgicos (Gershlak et al., 2017)

13. Fotosintético: propiedad o capacidad de un organismo, célula o biomaterial
para llevar a cabo fotosintesis, el proceso de conversion de luz en energia
quimica. En biomateriales, se refiere a aquellos disefiados para liberar
oxigeno utilizando energia luminica, una estrategia clave en la regeneracion
de tejidos hipdxicos (Chavez et al., 2020)

14.Funcionalidad bioldgica: capacidad de un material o sistema para replicar y
apoyar procesos bioldgicos especificos en aplicaciones regenerativas (Jiang
et al., 2024)

15.Hidrogel: Material polimérico con alta capacidad de retencion de agua
utilizado en aplicaciones biomédicas (Chen et al., 2022)

16.Hipoxia: estado de deficiencia de oxigeno en los tejidos, que afecta procesos
biolégicos como la cicatrizacion. Los biomateriales oxigenantes han
demostrado ser eficaces para mitigar sus efectos (Bhutta et al., 2025)

17.Matrices descelularizadas: estructuras biolégicas que han sido despojadas
de sus células originales, dejando una red de proteinas adecuada para actuar
como plataformas para la regeneracion tisular debido a su sistema vascular
y propiedades mecanicas (Gershlak et al., 2017).

18.0Oxigenacion controlada: técnica aplicada en biomateriales para liberar
oxigeno de manera sostenida y uniforme, mejorando la proliferacion celular
y reduciendo el tiempo de cicatrizacion (Bai et al., 2022).

19.Presién parcial de oxigeno (pO,): medida de la cantidad de oxigeno
disponible en un sistema gaseoso o liquido (O’leary, 2019).

20.Porosidad: propiedad de un andamio que permite el intercambio de
nutrientes, oxigeno y desechos metabdlicos, siendo clave para el crecimiento

celular (Hopfner et al., 2014).
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3. CAPITULO 3: MARCO METODOLOGICO

3.1.Tipo y diseino de la investigaciéon

La propuesta corresponde a una investigacion experimental de tipo mixto, que

integra analisis cualitativos vy cuantitativos de manera complementaria.

Primeramente, corresponde a una investigacion experimental debido a que implica
la manipulacion de variadas configuraciones fotosintéticas empleadas como
plataformas oxigenantes, con el propésito de analizar su comportamiento funcional.
Ademas, se considera cuantitativa al evaluar las caracteristicas de los andamios
descelularizados, asi como al centrarse en la medicidn objetiva de la liberacion de
oxigeno por fotosintesis y en la estabilidad funcional en el tiempo de las plataformas,
mediante instrumentos de medicion, cuantificacidon y analisis comparativos.
Paralelamente, el componente cualitativo comprende la caracterizacion estructural
y morfologica del andamio vegetal descelularizado, del hidrogel de alginato, del

sistema hibrido y de los cloroplastos aislados.

Asimismo, el estudio mantiene un disefio experimental de laboratorio, dividido en
dos etapas, con caracteristicas mixtas al integrar procedimientos controlados
orientados a evaluar la capacidad oxigenante de distintas plataformas fotosintéticas
mediante la modificacion intencional de su composicion y organizacion estructural.
Durante el desarrollo experimental se compararon diferentes sistemas
fotosintéticos, incluyendo cloroplastos aislados, microalgas en suspension libre y
microalgas integradas en biopeliculas fotosintéticas, recubiertas o no con matrices
vegetales descelularizadas; manteniendo condiciones de temperatura e iluminacion
constantes durante todos los ensayos experimentales, con la finalidad de minimizar
la influencia de factores externos sobre los resultados obtenidos. En la primera
etapa, la investigacion se orientd al analisis de la viabilidad de integraciéon de
sistemas fotosintéticos en estructuras biomateriales. En esta fase, el componente
cuantitativo comprendié la medicion y analisis de variables funcionales relacionadas
con la capacidad oxigenante de los distintos sistemas evaluados. Paralelamente, el
componente cualitativo incluyd la observacion de caracteristicas colorimétricas,
morfolégicas, estructurales y de conservacion presentes en las distintas

configuraciones fotosintéticas estudiadas.
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Por otro lado, en la segunda etapa, el estudio se enfocd en el desarrollo de una
plataforma fotosintética estructural basada en biomateriales descelularizados,
empleando estrategias de bioingenieria para favorecer la integracion y organizacion
de los componentes fotosintéticos. En esta etapa, el componente cuantitativo
incluyo la evaluacion funcional y dimensional de las plataformas desarrolladas,
mientras que el componente cualitativo comprendid la caracterizacion de sus

propiedades estructurales, morfolégicas y de permeabilidad.

69



3.2.Hipétesis de la investigaciéon

La incorporaciéon de sistemas vegetales fotosintéticos, de distinta complejidad
estructural, en plataformas biomateriales permite el intercambio gaseoso con el
medio circundante, evidenciado por un incremento cuantificable en la liberacion de

oxigeno bajo condiciones de iluminacién controlada.
3.3.Preguntas de investigacién por resolver

Etapa 1. En lo concerniente al desarrollo de estrategias de estabilizacion de
cloroplastos aislados como mecanismo potencial de liberacion de oxigeno, se
plantea la siguiente pregunta central: ;Es posible preservar la funcionalidad
fotosintética de los sistemas fotosintéticos aislados de manera que permitan una

liberacion sostenida de oxigeno en el tiempo?

De esta interrogante se desprenden preguntas especificas tales como: ¢;Qué
condiciones de estabilizacion favorecen la conservacion de su actividad
fotosintética? y ¢;La oxigenacion generada es cuantificable y reproducible bajo

iluminacién controlada a temperatura ambiente?

Etapa 2. En el marco del desarrollo de un hidrogel de alginato fotosintético integrado
en una plataforma estructural vegetal descelularizada, surge la siguiente
interrogante: ;Qué condiciones de disefio permiten la incorporacién de un hidrogel

sin comprometer la integridad estructural del andamio ni su estabilidad en el tiempo?

A partir de esta pregunta, se derivan cuestionamientos especificos como: ¢;La
arquitectura del tejido vegetal descelularizado facilita la retencion homogénea del
hidrogel? y ¢La plataforma resultante permite el intercambio gaseoso entre el

hidrogel oxigenante y el medio, sin comprometer su estabilidad morfolégica?
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3.4.Técnicas aplicadas

La propuesta se fundamenta en técnicas de bioingenieria vegetal y biotecnologia
orientadas al desarrollo de plataformas fotosintéticas para la oxigenacién localizada
en ensayos in vitro. Para la primera etapa, se implementaran técnicas de
aislamiento mecanico y estabilizacion de cloroplastos, junto con herramientas de
caracterizacion basadas en microscopia en campo claro y fluorescencia (Aoki et al.,
2024; Jang et al., 2024; Pathan et al., 2010), ademas de ensayos de liberacion de
oxigeno en el tiempo para evaluar su desemperfio funcional en comparacion con el
comportamiento de microalgas (Cao et al., 2025; Jang et al., 2024; Ren et al., 2024;
Shang et al., 2024; H. Wang et al., 2025),. Para ello, se aplicaron técnicas de
aislamiento y estabilizacion de cloroplastos enfocadas en evaluar la viabilidad de

los organelos como fuentes independientes de oxigeno.

Para la segunda etapa, se emplearan técnicas de descelularizacion de tejidos
vegetales para la obtencién de estructuras de soporte (Gershlak et al., 2017; Harris
et al., 2021; Hasan et al., 2024; Kumar et al., 2023; Vargas-Ovalle et al., 2025),
integrando sistemas fotosintéticos complejos, con el fin de generar plataformas
funcionales y estables (Chavez et al., 2020; Maharjan et al., 2022). Cada técnica
cumple una funcién especifica dentro del desarrollo experimental, permitiendo
establecer la siguiente relacion clara entre el enfoque metodologico adoptado y los

resultados esperados de la investigacion:

1. Las técnicas de descelularizacién y bioingenieria vegetal permiten generar

andamios de origen vegetal como soporte para hidrogeles fotosintéticos.

2. Los métodos de cultivo y conservaciéon de microalgas de agua dulce para su

implementacion en entornos de medicién oxigénica continua bajo luz.

3. Las técnicas de formulacion de hidrogeles permiten integrar sistemas
fotosintéticos vivos en matrices estables, lo que contribuye a la creacion de
plataformas protectoras capaces de generar oxigenacion localizada, en

concordancia con el objetivo general.
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3.5.Materiales y herramientas utilizadas

Para la primera etapa de la investigacion, orientada al analisis de la viabilidad de
integracion de sistemas fotosintéticos en hidrogeles, se emplearon materiales
biolégicos y equipos de laboratorio destinados al aislamiento, manipulacion y
evaluaciéon funcional de sistemas fotosintéticos. Entre los principales recursos
utilizados se incluyeron hojas vegetales para procesos de aislamiento de
cloroplastos, cultivos de microalgas genéricos, reactivos quimicos para preparacion
de soluciones y medios experimentales, asi como hidrogeles de alginato para la
conformacién de plataformas fotosintéticas. Asimismo, se utilizaron centrifugas y
sistemas de filtrado para procesos de separacion y aislamiento de organelos,
agitadores orbitales y magnéticos para homogenizacion y mantenimiento de
muestras, cabinas de flujo laminar, autoclave e instrumentos para la manipulacion
de medios liquidos como método para garantizar la esterilidad de los procesos,
sistemas de iluminacion controlada para estimulacion fotosintética y el equipo de
medicion de particulas diluidas por sensor 6ptico, PreSens SDR, para la evaluacion
de la capacidad oxigenante de las plataformas desarrolladas. Ademas, se aplico el

uso de sistemas de microscopia invertida durante las etapas de caracterizacion.

Similarmente, en la segunda etapa se emplearon hojas vegetales sometidas a
procesos de descelularizacién, cultivos de microalgas, hidrogeles fotosintéticos de
alginato y sistemas bioldgicos fotosintéticos evaluados previamente. Para ello, se
utilizaron reactivos quimicos destinados a los procesos de descelularizacion y
conservacion de las matrices vegetales, asi como balanzas y equipos de agitacion
orbital, agitacion magnética y sistemas de iluminacién controlada para el
mantenimiento experimental de las plataformas desarrolladas. De igual manera, se
emplearon equipos de microscopia para caracterizacion morfolégica y
cuantificacion celular, asi como el sistema medicion éptica de oxigeno, PreSens
SDR, instrumentos para analisis dimensional, permitiendo evaluar las propiedades
funcionales y estructurales de las plataformas fotosintéticas obtenidas y equipos
para garantizar el trabajo en entorno de esterilidad controlada para las muestras

bioldgicas disueltas como método para reducir su posibilidad de contaminacion.
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3.6. Metodologia

3.6.1. Etapa 1:
3.6.1.1. Aislamiento de cloroplastos a partir de espinaca

Figura 7. Protocolo de extraccién de cloroplastos a partir de hojas de espinaca. Creado con BioRender.
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Observacidn: Todas las etapas del proceso deben realizarse a 4°C, evitando |a expaosicion directa de la muestra a la luz.

Nota: (1) homogeneizacion de materia prima con buffer inicial, (2) separacién del filtrado, (3) centrifugacion del filtrado para
separacion de la membrana celular, (4) suspensién de pellet en buffer, (5) centrifugacion, (6) integracion de suspension en
gradiente de Percoll, (7) centrifugacion, (8) recuperacion de la fase de interés para cloroplastos intactos (Jang et al. 2024).

Las hojas de Spinacia oleracea, comercialmente conocida como espinaca,
contienen una gran concentracion de cloroplastos en comparacién con otras
especies (Santiago et al., 2019), por esto, tienden a ser utilizadas en los procesos
de extraccion de este subsistema. Para este procedimiento se inicio con la
preparacion de la materia prima, etapa que incluyé el almacenaje de hojas de
espinaca lavadas y sin tallos, en oscuridad, a 4 °C, hasta su uso (Miller et al., 2020).
El proceso de extraccién, tal como se describe en el diagrama (Figura 7), se baso
en el estudio de Jang (Jang et al., 2024). El primer paso fue el uso de un buffer de
extraccion frio, compuesto por 0.33 M D-sorbitol, 0.1 M Tris-HCI (pH 7.8), 5 mM
MgClz2, 10 mM NaCl y 2 mM EDTA, al que se anadié BSA al 0.1% (m/v) como
suspension para el triturado de hojas de espinaca, en una proporcién de 0.35 g por
cada 100 mL de solucion, durante 30 segundos en una licuadora. La solucién
homogeneizada fue filtrada a través de varias capas de una tela de muselina de
algodon fina, y el filtrado fue colocado en tubos de centrifuga de 50 mL previamente
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enfriados. Esta suspension fue llevada a centrifugacion a 1295 g por un minuto,
recuperando el sobrenadante para ser llevado a una segunda centrifugacién a 1295
g, por 7 minutos. El pellet resultante fue suspendido en la solucién inicial y colocado
cuidadosamente sobre un gradiente de Percoll (40% y 80%) en un tubo conico, para
su centrifugacion a 3000 g durante 10 minutos. La fase por recuperada se ubica
entre los gradientes de Percoll y fue ser suspendida en el buffer frio inicial sin BSA,
lavada a través de una centrifugacion de 10 minutos a 3315 g y, nuevamente,

suspendida en el buffer frio inicial sin BSA hasta su uso, en oscuridad a -20°C.
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3.6.1.2. Caracterizacion de cloroplastos por microscopia

3.6.1.2.1. Microscopia de campo claro
Para la visualizacion por microscopia en campo claro, se aplicd la metodologia
descrita por Aoki et al., que consiste en utilizar un microscopio invertido con camara.
Este proceso puede optimizarse mediante la fijacién de los cubreobjetos con
paraformaldehido concentrado al 4% (v/v) durante 15 minutos, seguida de su lavado
con 1 mL de PBS (Aoki et al., 2024), antes de su visualizacion. Cabe resaltar que
las muestras suspendidas deben mantenerse frias y con poca exposicion a la luz

blanca directa, con el fin de preservar la estructura de los cloroplastos extraidos.

3.6.1.2.2. Microscopia de fluorescencia
Para la visualizacién por fluorescencia, se aplicé la metodologia descrita por Aoki et
al., que consiste en utilizar un microscopio de inmunofluorescencia invertido, sin fijar
las muestras. Dado que los cloroplastos son biolégicamente fluorescentes, para su
visualizacion no se requiere tincion, sino solo la excitacion de la muestra con un
rayo de luz a una longitud de onda de 500 nm (Aoki et al., 2024). La visualizacién
de todas las muestras debe realizarse en un cuarto oscuro para limitar la
interferencia de la luz externa en el sistema de microscopia, utilizando

principalmente el canal rojo para detectar la presencia de clorofila.
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3.6.1.3. Analisis de capacidad de liberacion de oxigeno en el tiempo
de cloroplastos aislados

Figura 8. Diagrama general del uso del sistema PreSens SDR para la medicién de la liberacién de oxigeno en
cloroplastos aislados. Creado con BioRender.
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A partir de los cloroplastos aislados se desarrollaron ensayos de medicion que
permitieran identificar la liberacion de oxigeno en el medio, utilizando el sistema de
medicion 6ptico PreSens SDR (Figura 8). Para llevar a cabo este ensayo se utilizé
el protocolo establecido por la fabrica para mediciones sensibles a oxigeno en el
ambiente, utilizando viales de 2 mL con sensores de oxigeno integrados en sus
bases del mismo fabricante. Inicialmente, el sistema PreSens SDR se arma y se
conecta a una computadora fija, de acuerdo con lo establecido en el manual de
usuario del fabricante. Una vez conectado el sistema, se configuro el software SDR
proporcionado con el equipo, siguiendo los pasos establecidos por la fabrica en el
manual de usuario. Seguidamente, la placa con sensor y su soporte cobertor fueron
colocados en un cuarto oscuro, frente a una uUnica fuente de luz constante, dentro
de un sistema de incubacién a 25 °C, siguiendo la técnica de implementacion
propuesta por O’leary para compensar la posible difusién del gas y la formacion de

burbujas ante el aumento de la concentracion dentro del sistema (O'Leary, 2019).

Las muestras de cloroplastos recién extraidas fueron colocadas en los viales de
medicion previamente enfriados, con un volumen aproximado de 2,8 mL para
rellenarlos por completo, y se mantuvieron en la oscuridad hasta el momento de la
medicion. Dado el breve tiempo de estabilidad estructural que presentan estos
organelos al ser expuestos a la luz, se estudioé su vida util mediante ensayos con
mediciones cada 2 minutos y una exposicion total de 12 horas, con el fin de
identificar la extension de su tiempo de actividad real y las diferencias entre las

especies de hojas utilizadas para su extraccion.
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3.6.1.4. Estabilizacion de cloroplastos aislados en suspension

El método de estabilizacién en suspension se basoé en la accion del glutaraldehido,
que actua como un agente enlazador de proteinas al reaccionar con los grupos
amino, lo que permite la estabilizacion estructural de complejos proteicos vy
membranas (Hardt & Kok, 1976; Park, 1970; Zilinskas & Govindjee, 1976), y en la
albumina sérica bovina (BSA) como agente protector inicial de las proteinas
funcionales. Para este proceso se implementé una combinacion de los protocolos
de Hardt & Kok (Hardt & Kok, 1976) y de estabilizacion en almacenamiento a -20 °C
de Whatley (Whatley, 1995; Whatley & Arnon, 1963).

El primer protocolo de estabilizacion implementado consistidé en la suspension de
cloroplastos aislados, previamente precipitados por centrifugacion a 2500 g durante
8 minutos, en una solucidn de buffer de aislamiento con 9 mg/mL de BSA 'y 10%
(v/v) de dlicerol, para su almacenamiento a -20 °C. Por otro lado, el segundo
protocolo de estabilizacion aplicado inicio con la suspension de cloroplastos
aislados en un volumen igual a una solucion de 5% (v/v) de glutaraldehido diluido
en un buffer frio de aislamiento sin BSA, o en una solucidén de 20% (w/v) de
sacarosa. Esta suspension fue agitada durante 5 minutos en un bafio de hielo vy,
posteriormente, se retird6 el excedente de glutaraldehido mediante dos lavados
(Hardt & Kok, 1976). Para cada lavado, diluir la solucién en buffer de aislamiento
frio en una proporcion 1:10 y centrifugar a 2500 g durante 8 minutos. El pellet
resultante se suspendié completamente en una solucion de buffer de aislamiento a

temperatura fria sin BSA.
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3.6.1.5. Analisis de la capacidad de liberacion de oxigeno en el
tiempo de cloroplastos estabilizados.

Figura 9. Diagrama general del uso del sistema PreSens SDR para la medicién de la liberacién de oxigeno en
cloroplastos estabilizados. Creado con BioRender.
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A partir de los cloroplastos estabilizados por suspension, se desarrollaron ensayos
de medicion para identificar la liberacion de oxigeno en el medio, utilizando el
sistema de medicién 6ptico PreSens SDR, donde se determinaran los porcentajes
de oxigeno liberado como residuo de la fotosintesis de los cloroplastos, en el tiempo
(Figura 9). Para llevar a cabo este ensayo se utilizo el protocolo establecido por el
fabricante del sistema para mediciones sensibles al oxigeno en el ambiente, con
viales de 2 mL, en los cuales fue necesario afadir hasta 2,8 mL de cada solucién y

trabajar en un ambiente con temperatura estable durante todo el ensayo.

El sistema PreSens SDR fue armado y conectado a una computadora fija, segun la
configuracion establecida en el manual de usuario. La placa con sensor y su soporte
cobertor fueron colocados frente a una fuente de luz constante, dentro de un sistema
de incubacién a 25 °C, siguiendo la técnica descrita . Las muestras de cloroplastos
fueron colocadas en los viales de medicién, con un volumen adecuado para
rellenarlos por completo, y se mantuvieron en la oscuridad hasta el momento de la
medicion. Dado el corto tiempo de estabilidad estructural que presentan estos
organelos al ser expuestos a la luz, se estudio su vida util mediante ensayos con
muestreo cada 2 minutos, con un tiempo total de exposicién constante de 8 horas,
como método para evaluar la eficacia de la estabilizacion de las muestras en
comparacion con resultados previamente obtenidos para los cloroplastos aislados

sin ningun estabilizante.
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3.6.1.6. Analisis comparativo de la capacidad de liberacion de
oxigeno en el tiempo de microorganismos fotosintéticos.

Figura 10. Diagrama general del uso del sistema PreSens SDR para la medicién de la liberacién de oxigeno en
microalgas. Creado con BioRender.
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Dada la inestabilidad caracteristica de los cloroplastos aislados una vez expuestos
a luz directa, acorde con la literatura (Jensent et al., 1966), se plantea la
implementacion de sistemas fotosintéticos alternativos para su evaluacién dinamica,
utilizando el sistema de medicion optico PreSens SDR. En este proceso fueron
seleccionadas microalgas de la especie Chlorella vulgaris, dada su desempefo
previo en experimentaciones locales. Estas fueron sometidas a un ciclo de luz

constante de 2 horas (Figura 10).

Para este ensayo, la concentracion de las microalgas debe ser igual entre todos los
viales, de manera que fue necesario realizar una cuantificacion celular previa a los
ensayos. El desarrollo de las mediciones se baso en el protocolo establecido por el
fabricante del sistema para mediciones sensibles al oxigeno en el ambiente, con
viales de 2 mL, en los cuales fue necesario afadir hasta 2,8 mL de cada suspension
de microalgas estudiada y trabajar en un ambiente con una temperatura estable de

25°C, durante todo el ensayo.

El PreSens SDR fue ensamblado y conectado a una computadora fija, segun la
configuracion establecida en el manual de usuario, la placa con sensor y su soporte
cobertor fueron colocados frente a una fuente de luz controlable, dentro de un
sistema de incubacién a 25 °C, siguiendo la técnica descrita por O’leary (O'Leary,
2019). Las muestras de microalgas fueron colocadas en los viales de medicion, con
un volumen adecuado para rellenarlos por completo, y colocadas en los espacios

de la placa de medicidén para cada una de las variables experimentales.
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3.6.2. Etapa 2:
3.6.2.1. Cultivo de microalgas Chlorella vulgaris

Las microalgas de la especie Chlorella vulgaris (C. vulgaris) fueron cultivadas en
dos matraces T-25 (se mantuvieron un mes en T-25, 1 ml en 9 ml de medio cada
uno; al mes se les realiz6 su primer cambio de medio y traspase a T-75), siguiendo
lo descrito en la literatura existente para cultivos fotosintéticos (Rodas-Gaitan et al.,
2012). Una vez identificado el volumen necesario para una concentracion ideal, a
través de la implementacion de una camara de Neubauer siguiendo el protocolo
para la cuantificacion de microalgas, se realizé la siembra en condiciones estériles,
utilizando el medio de cultivo “Bold Basal Medium” (Bold) diluido a 1X, siguiendo
los pasos planteados en el diagrama (Figura 11) y descritos a continuacion:
inicialmente se preparé el entorno de trabajo dentro de la cabina de bioseguridad,
desinfectando con alcohol al 70% los matraces a utilizar en los nuevos cultivos,
micropipetas de 1000 pL, 10 yL y sus puntas correspondientes, ademas de tiras de
Parafilm y tubos cénicos de 1,5 mL, pipeteador automatico y una pipeta seroldgica
de 50 mL, estos materiales se irradiaron con luz ultravioleta como método de
preparacion para la siembra. Posteriormente, se extrajeron alicuotas de 1 mL de los
cultivos que actuaron como indculos en este proceso, para su cuantificacion. Una
vez determinado el volumen necesario para la siembra, este se extrajo de los
cultivos indculos y se sembré en matraces previamente curados con 10 mL de medio
Bold 1X. Finalmente, se aforaron los matraces hasta su volumen maximo con el
medio de cultivo. Los cultivos fueron mantenidos en agitacién diaria para evitar
sedimentaciones y expuestos a la luz blanca constante durante 40 dias, momento

en el que se inicia el nuevo subcultivo.

Figura 11. Representacion del protocolo de cultivo de C. vulgaris. Creado con BioRender.
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Nota: (1) obtencion de indculo, (2) cuantificacion de la densidad celular con camara de Neubauer, (3) pase de
volumen adecuado para cada una de las concentraciones deseadas, (4) aforado de matraces de cultivo con
medio Bold y (5) ubicacion de los matraces de cultivo en ambientes que cumplan con sus condiciones de

iluminacion y temperatura adecuadas. Creado con BioRender.
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3.6.2.2. Cuantificacién de cultivos de microalgas

Con la finalidad de identificar el crecimiento de los cultivos, se realizd un proceso de
muestreo el dia de la siembra y a los 5 y 10 dias después, finalizando con una
cuantificacion durante el primer cambio de medio necesario, una vez se observo
turbidez y un cambio en la colorimetria del cultivo, 40 dias después de la siembra
inicial. Para esto, 1 L de suspension de microalgas fue diluido en 99 pL de agua
destilada, para cada uno de los cultivos de interés. Posteriormente, se colocaron 10
ML de la primera dilucién de microalgas en el hemo citdmetro o camara de Neubauer,
previamente lavada cuidadosamente con agua destilada, y se observaron al
microscopio, como se describe en la (Figura 12 — 3). Se cuantificd la cantidad de
microalgas presentes en cada uno de los cuadrantes externos del sistema
(senalados en la figura como A, B, C y D), siguiendo un patréon en “S” entre los
recuadros internos de cada cuadrante (Figura 12 — 4). Una vez cuantificada cada
célula individual, se determind la concentracion total del cultivo mediante la ecuacion
(Ecuacion 1).

Figura 12. Representacion detallada del proceso de cuantificacion manual. Creado con BioRender.

E
Ntotal = z Cellsy + ---+ Cellsp
., Neotal * 10 000 .,
Concentracién = (Ecuaciéon 1)

++ (100)

Ecuacién 1. Suma total del numero de células cuantificado en cada cuadrante externo (utilizando el patron
recomendado), multiplicada por el factor de crecimiento celular estandar. Dividido por el producto de la cantidad

de cuadrantes utilizados y la relacion de dilucion de la preparacion de la concentracidon de cuantificacion.
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3.6.2.3. Generacidén y caracterizacion de hidrogeles oxigenantes

3.6.2.3.1. Elaboracion de hidrogeles oxigenantes.

Figura 13. Proceso de elaboracién de hidrogel con alginato de sodio y microalgas de Chlorella vulgaris, con
gasa como estructura interna. Creado con BioRender.
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La formacién del hidrogel fotosintético se realiz6 mediante un proceso de
gelificacion iénica, empleando alginato de sodio como matriz polimérica y cloruro de
calcio (CaCl,) como agente de reticulacion, siguiendo metodologias previamente
descritas para la inmovilizacion de microorganismos fotosintéticos (Chen et al.,
2022; Jang et al., 2024). Inicialmente, se aplicé una capa uniforme de solucion de
CacCl; a una concentracion de 4% (m/v) sobre una placa de Petri estéril. Sobre esta
superficie se depositd una primera capa de solucién de alginato de sodio al 3%
(m/v), previamente mezclada con una suspension celular de Chlorella vulgaris a una
concentracion alta (>1x10°), asegurando una distribucion homogénea de las

microalgas dentro de la matriz polimérica.

Seguidamente, se colocd cuidadosamente una gasa estéril de tres capas sobre la
superficie del alginato, que actué como soporte fisico y elemento estructural del
sistema. Posteriormente, se afadié una segunda capa de solucion de alginato al
3% (m/v) sobre la gasa, seguida de una nueva aplicacion de solucion de CacCl, al
4% (m/v), con el fin de inducir la gelificacion completa del sistema multicapa.
Posteriormente, los parches obtenidos fueron sumergidos en la solucién de CaCl,
durante al menos una hora, con el objetivo de asegurar una reticulacion homogénea
y completa. Finalmente, se realizaron lavados sucesivos con agua destilada estéril
para eliminar el exceso de calcio libre, y los parches fueron transferidos a un medio
de cultivo especifico para microalgas, con el fin de preservar la viabilidad y

funcionalidad fotosintética del sistema.
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3.6.2.3.2. Analisis de capacidad de hinchamiento de hidrogel

con microalgas.

Figura 14. Diagrama protocolar de ensayo de hinchamiento. Creado con BioRender.
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Para la evaluacion del comportamiento de hinchamiento, se corté una seccion de 2
x 2 cm de una biopelicula, esta se coloc6 entre dos fragmentos de gasa estéril
durante 5 minutos para su secado inicial. Posteriormente, se recorté un retazo de
papel absorbente de celulosa y se colocd la biopelicula semiseca sobre él. La
muestra se incubo a 30 °C durante 5 minutos adicionales para completar el proceso
de secado, tras lo cual se retir6 el papel absorbente y la biopelicula se colocé en
contacto directo con el plato de Petri. La biopelicula seca fue pesada y registrada
como tiempo inicial seco (t,-seca). A continuacién, se afiadieron 8 mL de solucién
salina (NaCl al 0.9% p/v), asegurando el contacto directo con la muestra, y se
registr6 inmediatamente su peso correspondiente al tiempo inicial humedo (t,-
humeda). La muestra se incubé tapada a 37 °C, registrandose su masa en tiempos
establecidos: cada 15 minutos durante la primera hora del ensayo y, posteriormente,
cada hora hasta completar 8 horas, con un ultimo registro a las 24 horas de
incubacion. La masa de hinchamiento real inicial (my,_inicial) se calculé como la
diferencia entre la masa registrada en to-humeda y la masa en t,-seca. Para cada
tiempo de medicidn (t), la masa de hinchamiento real (my(t)) se obtuvo restando la
masa seca registrada en t, de la masa registrada en t. A partir de estos valores, la
relacion de hinchamiento se calculdé como el cociente entre my(t) y m;_inicial

(Ecuacioén 2), con una relacion inicial de hinchamiento igual a 1.00.

. , , my (1) .
Relacion de hinchamiento = ———— (Ecuacion 2)
My _inicial
Ecuacioén 2. Division entre la masa de hinchamiento real, obtenida a partir de la resta del registro de masa en
el tiempo cero del registro de la masa en el tiempo de medicion, y la masa de hinchamiento real inicial calculada

a partir de la diferencia entre las masas seca y humeda registradas en el tiempo cero.
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3.6.2.3.3. Analisis de liberacién de oxigeno en hidrogeles con
microalgas.

Figura 15. Diagrama representativo del proceso de medicién de oxigeno. Creado con BioRender.
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Utilizando hidrogeles oxigénicos de 1 cm x 1 cm, se realizaron mediciones de
liberacidon de oxigeno en medio, utilizando el sistema de medicion éptico PreSens
SDR, con el que se determinaron los porcentajes de oxigeno liberado en el tiempo
por las plataformas, tanto en ciclos de luz constante de 18 horas (Figura 15). Para
llevar a cabo este ensayo, se utilizd el protocolo establecido por la fabrica para
mediciones sensibles al oxigeno en el ambiente, empleando viales de 2 mL con
sensores de oxigeno integrados en sus bases, del mismo fabricante. Inicialmente,
el sistema PreSens SDR fue armado y conectado a una computadora fija, de
acuerdo con lo establecido en el manual de usuario del fabricante. Una vez
conectado el sistema, se configurd el software SDR proporcionado con el equipo,
siguiendo los pasos establecidos por la fabrica en el manual de usuario.
Seguidamente, la placa con sensor y su soporte cobertor fueron colocados en un
cuarto oscuro, frente a una unica fuente de luz constante, dentro de un sistema de
incubacion a 27 °C, siguiendo la técnica de implementacion propuesta por O’leary
para compensar la posible difusion del gas y la formacion de burbujas ante el

aumento de la concentracion dentro del sistema cerrado (O'Leary, 2019).

Los hidrogeles fueron colocados en los viales de medicion para que el sensor no se
obstruya y pueda recibir luz directamente. Ademas, a estos viales de medicion se
les afadio suficiente medio de cultivo Bold 1X, de 2 mL a 2.5 mL, como medio liquido
de suspension para rellenarlos por completo y facilitar la deteccion del oxigeno
liberado. A estas muestras se les realizaron mediciones cada 3 minutos para

determinar el tiempo de oxigenacion de estas plataformas bajo luz constante.
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3.6.2.4. Descelularizacién de hojas tropicales

Figura 16. Protocolo de descelularizacion de hojas de banana y bijao. Creado con BioRender.
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Observacion: Entre cada cambio de solucion se realizan tres lavados con agua destilada con 30 minutos de agitacién a 100 RPM, cada uno..

Las hojas seleccionadas correspondieron a especies vegetales reconocidas por su
resistencia mecanica, hoja de banana (Musa x paradisiaca L.) y hoja de bijao
(Calathea lutea). El proceso de descelularizacion se realizé6 mediante una secuencia
de tratamientos fisicoquimicos orientados a la remocion del contenido celular
(Figura 16). Inicialmente, las hojas fueron sometidas a un tratamiento de remocién
de la capa cerosa impermeable mediante inmersion en hexano concentrado al 98%
(v/v) durante 3 horas, seguido de tres lavados exhaustivos con agua destilada, de
30 minutos cada uno, para asegurar la eliminacion total de los residuos del solvente
(Jones et al., 2021). Posteriormente, las muestras fueron sumergidas en una
solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% (m/v) durante 3 dias, como parte
de un primer tratamiento con un detergente anidnico. Posteriormente, se realiz6é una
serie de tres lavados de 10 minutos con agua destilada, y las muestras fueron
sumergidas en una solucién no iénica de hipoclorito de sodio al 10% (v/v) y Triton
X-100 al 1% (v/v) durante un periodo total de 48 a 72 horas, siguiendo una
metodologia modificada a partir de la de Adamski et al. (Adamski et al., 2018;
Fontana et al., 2017). Finalizados los tratamientos detergentes, las hojas fueron
sometidas a dos lavados sucesivos con agua destilada y, por ultimo, con una
solucion tampoén salina (PBS), con el objetivo de eliminar los residuos quimicos.

Finalmente, estas muestras se almacenan en PBS 1X a 4 °C.
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3.6.2.4.1. Caracterizacion de andamios descelularizados por

microscopia electrénica de barrido (SEM)

Figura 17. Proceso de fijacién de muestras de hoja para SEM. Creado con BioRender.
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La retencién de las caracteristicas superficiales de los andamios descelularizados
se evalud mediante la obtencidn de imagenes de alta resolucidén de su arquitectura
interna, en comparacion con la de sus materiales nativos, utilizando microscopia
electronica de barrido (SEM) y el software Imaged para caracterizar los estromas de
la estructura. Con esta finalidad, se aplicdé el método de fijaciéon y preparaciéon de
muestras descrito por Gershlak et al. (Gershlak et al., 2017). Inicialmente, las
muestras fueron preparadas utilizando un punch para biopsias de 8 mm de
diametro. La fijacion se llevdo a cabo mediante inmersién en una solucion de
glutaraldehido al 1.5% (v/v) en un tampdn de cacodilato de sodio a 0.07 M, ajustado
a pH 7.2, durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras
fueron enjuagadas brevemente en una solucién tampdn de cacodilato de sodio a
0,07 M, suplementada con sacarosa al 2,5% (m/v), durante 2 minutos.
Seguidamente, las muestras pasaron por un proceso de deshidratacion mediante
una serie de incubaciones en soluciones de etanol con concentraciones
ascendentes de 30%, 50%, 80%, 90% y 100%, manteniéndolas en cada
concentracion durante 10 minutos. Finalizado el proceso de deshidratacion, las
muestras fueron conservadas en etanol absoluto (100%) y trasladadas al Instituto
Smithsonian de Investigaciéon Tropical (STRI), donde se llevé a cabo el secado a
punto critico, el recubrimiento con una aleacién de oro/paladio y la posterior

visualizacion en el sistema de microscopia electrénica de barrido.
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3.6.2.5. Caracterizacidon mecanica por ensayo de traccion y analisis

dimensional de andamios descelularizados

Figura 18. Protocolo de ensayo mecanico de traccién. Creado con BioRender

. . ’ . o Registro v visualizacion de
Registro de dimensiones Tester de ensayo mecénico uniaxial resultados en software

Figura 19. Protocolo de anélisis de espesor. Creado con BioRender.

Registro de dimensiones Medidor de espesor Analisis grafico de valores

Las muestras de hoja nativa y descelularizada utilizadas en los ensayos fueron
cortadas en tiras de la misma longitud y anchos especificos, siendo de 23.91 mm
para la hoja nativa y de 26.18 mm para la hoja descelularizada, valores registrados
a través de la implementacion de un calibrador digital. Se resalta, ademas, que las
mediciones y pruebas de caracterizacion se realizaron a temperatura ambiente, con
muestras almacenadas bajo las mismas condiciones de refrigeracion durante las 24
horas previas al desarrollo de los ensayos, procurando minimizar la variabilidad

asociada a la manipulacion del material.

La caracterizacion mecanica de las hojas nativas y descelularizadas se realizo
mediante ensayos de traccion uniaxial en una maquina de ensayo universal. Las
muestras acondicionadas con las dimensiones mencionadas fueron fijadas en los
extremos mediante un sistema de sujecién mecanica, lo que garantizé su correcta

alineacion y evité deslizamientos durante la aplicaciéon de la carga (Figura 18).
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Los ensayos se llevaron a cabo aplicando una carga de traccién hasta la
deformacion o la falla de la muestra, lo que permitié registrar de forma continua los
valores de carga en newtons (N) en funcion del alargamiento en milimetros, para
generar una curva carga-deformacion caracteristica para cada muestra. A partir de
estas curvas fue posible determinar los parametros mecanicos de fuerza maxima 'y
de porcentaje de deformacion maxima (“strain”), utilizados para comparar las

muestras.

Por otro lado, la medicion del espesor de la hoja nativa y descelularizada se realizé
con un micrometro de precision o un medidor de espesor con dial, con una
resolucién de 0,01 mm. Para cada condicién, las muestras fueron posicionadas
entre las superficies de medicién del instrumento, asegurando un contacto uniforme
sin deformacién apreciable del material (Figura 19). Con esta técnica, las lecturas
se obtienen mediante la combinacion de la escala principal y el tambor micrométrico,
registrando el espesor en milimetros en diferentes puntos de cada muestra, con el

fin de obtener un valor representativo del espesor total.
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3.6.2.6. Elaboracion de plataforma oxigénica basada en hidrogel

contenido dentro de hoja descelularizada (Tamal oxigénico).

Figura 20. Protocolo de amarre de tamal oxigénico. Creado con BioRender.

La plataforma de liberacién de oxigeno, definida como “tamal oxigénico”, se basa
en la integracion de un hidrogel fotosintético recubierto con una hoja de bijao

descelularizada. El proceso para su elaboracion es detallado a continuacion:

e Paso 1: Elaborar un hidrogel a base de alginato al 3% (w/v), diluido en una
suspension de microalgas de Chlorella vulgaris, utilizando cloruro de calcio al

4% para su polimerizacion (Figura 20 — 1).

e Paso 2: Colocar el hidrogel totalmente polimerizado en el centro de una hoja
de bijao descelularizada, sobrepuesta en una tira de fibra de hoja de pita o tallo

de banana descelularizada (Figura 20 — 2).

e Paso 3: Rotar la superficie de trabajo 45° en su eje (Figura 20 — 3) e identificar

las cuatro puntas de la base (N, S, E, O) (Figura 20 — 4).

e Paso 4: Realizar el doblez de la punta E, hacia la punta O, pasando por encima
del hidrogel (Figura 20 — 5A). Seguidamente, doblar la punta O hasta el limite

de la base doblada en el extremo E, por encima de la base (Figura 20 — 5B).

e Paso 5: Doblar el extremo superior (N) e inferior (S) hacia el centro de la base,
pasando por encima de los dobleces anteriores y sobreponiéndose uno en otro
(Figura 20 — 6A).

89



Paso 6: Reposicionar la estructura dandole la vuelta completa (180° sobre su
eje vertical), de manera que los dobleces queden hacia la superficie. Deslizar
la tira hacia arriba, por debajo de la estructura, hasta quedar a 4 del extremo

superior (N) de la estructura (Figura 20 — 6B).

Paso 7: Tomar los extremos de la tira y anudarlos pasando ambas tiras por
encima de todo, de manera que la estructura de hidrogel y hoja de bijao quede

sujeta dentro de este primer nudo (Figura 20 — 6C).

Paso 8: Una vez realizado el primer nudo, tomar los extremos de la tira y
dirigirlos hacia los extremos N y S de la base (Figura 20 — 6D). Al realizar esta
redireccion de las tiras, se debe observar a las tiras en una forma similar a una

cruz (“t”), apreciable en la figura (Figura 20 — 6E).

Paso 9: Reposicionar la estructura dandole una vuelta completa (180° en su
eje vertical) (Figura 20 — 6E). En este giro, la forma de cruz queda hacia la
superficie de trabajo, y los extremos de la tira deben sobresalir por debajo de
la estructura de hidrogel con hoja descelularizada, en sus extremos Ny S, como

se aprecia en la figura (Figura 20 — 6F).

Paso 10: Doblar los extremos de la tira por encima de la estructura de hidrogel
con hoja descelularizada (Figura 20 — 7A), cruzarlos a % del extremo N, y
estirarlos hacia los extremos E y O, para realizar un segundo nudo. Al
redireccionar los extremos de la tira, se debe observar una forma semejante

auna doble daga (“1”), apreciable en la figura (Figura 20 — 7B).

Paso 11: Reposicionar la estructura dandole vuelta completamente (180° en su
eje vertical) (Figura 20 — 7B). En este giro, los extremos de la tira deben

sobresalir por debajo de la estructura de hidrogel con hoja descelularizada.

Paso 12: Tomar los extremos sobresalientes de la tira por encima de toda la
estructura y anudarlos (Figura 20 — 7C). Realizar un segundo y tercer nudo

con los extremos de tira sobresalientes del nudo anterior (Figura 20 — 8).
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3.6.2.7. Analisis de liberacion de oxigeno en hidrogel contenido

dentro de hoja descelularizada (Tamal oxigénico).

Figura 21.Protocolo de medicién de oxigeno liberado por tamales oxigénicos. Creado con BioRender

1 BOLD 1X W 2 18 hr. 1.5 hr. 3
“ I = - . .

Utilizando plataformas oxigénicas de 1 cm x 1 cm, contenidas en hojas
descelularizadas, se realizaron utilizando el sistema de medicion 6ptico PreSens
SDR, en el que se determinan los porcentajes de oxigeno liberado en el tiempo,
tanto en ciclos de luz constante de 18 horas como en ciclos de luz y oscuridad de 1
hora y 30 minutos cada uno (Figura 21). Para llevar a cabo este ensayo se
emplearon viales de 2 mL con sensores de oxigeno integrados en sus bases.
Inicialmente, el sistema PreSens SDR fue conectado a una computadora fija, de
acuerdo con lo establecido en el manual de usuario del fabricante. Una vez
conectado el sistema, se configur6 el software SDR proporcionado con el equipo.
Seguidamente, la placa con sensor y su soporte cobertor fueron colocados en un
cuarto oscuro, frente a una unica fuente de luz, dentro de un sistema de incubacién
a 27 °C, siguiendo la técnica de implementacion descrita por O’leary para
compensar la posible difusion del gas y la formacién de burbujas ante el aumento
de la concentraciéon dentro del sistema cerrado (O'Leary, 2019). Las plataformas
cubiertas con hojas descelularizadas fueron colocadas en los viales de medicion,
de modo que el sensor no se obstruyera y las plataformas pudieran recibir luz
directamente. Ademas, a estos viales de medicion se les afiadio suficiente medio de
cultivo Bold 1X, de 1 mL a 2 mL, para rellenarlos por completo y facilitar la deteccion
del oxigeno liberado por las plataformas oxigénicas. A estas muestras se les
realizaron mediciones cada 3 minutos para identificar el tiempo de oxigenacion real
de estas plataformas en luz constante; posteriormente, estas muestras fueron
expuestas a los ciclos de luz y oscuridad descritos previamente para evaluar su

interaccion con el medio, manteniendo mediciones cada 3 minutos.
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3.7.Seguimiento de la investigacion

El seguimiento de la investigacion se llevara a cabo mediante un sistema organizado
de supervision técnica y administrativa, orientado a garantizar el cumplimiento de
los objetivos, metas y plazos establecidos en la propuesta. Se realizaran revisiones
técnicas semanales destinadas al analisis de resultados preliminares, la revision
metodologica y la planificacion de las actividades inmediatas. De manera
complementaria, se desarrollaran reuniones mensuales de evaluacion integral del
proyecto, en las cuales se contrastaran los progresos alcanzados con el cronograma

establecido, verificando el cumplimiento de los objetivos y productos previstos.

Para fortalecer la organizacién y el control de las actividades, se emplearan
herramientas digitales de gestibn de proyectos, tales como cronogramas
electronicos en calendarios y matrices de seguimiento. Estas permitiran documentar
avances, registrar ajustes metodologicos y consolidar los resultados

experimentales.

Por otra parte, se mantendran expedientes fisicos, dentro de un cuaderno de
laboratorio, que integren datos técnicos y respaldos estadisticos de los protocolos
realizados. En este mismo ambito, la calidad experimental se sustentara en la
estandarizacion rigurosa de procedimientos, la validacion interna de datos, la
repeticion sistematica de ensayos criticos y la comparacion de resultados entre
réplicas biolégicas e independientes. Cuando se detecten resultados atipicos o
inconsistencias, se activaran procesos de verificacion técnica que incluiran
recalibracidon de equipos, revision de condiciones experimentales y repeticion
controlada de pruebas clave. Ademas, se mantendra registro documentado de
cualquier modificacidon metodoldgica realizada durante la ejecucion del proyecto,

asegurando transparencia y reproducibilidad.
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3.8.Riesgos

Tabla 11. Riesgos asociados a la investigacion

Analizar la viabilidad de integracion de cloroplastos aislados en andamios, a

Bl partir de su capacidad de liberacion de oxigeno en el tiempo
- Probabilidad Nivel de Valor de o ‘s
Riesgo . . . Propuesta de mitigacion
de ocurrencia impacto riesgo
Optimizacién de condiciones de
Pérdida de aislamiento, control de
funcionalidad temperatura y luz, realizacién
i 2 3 6 .
fotosintética de de pruebas piloto y uso de
los cloroplastos controles funcionales previos a
cada experimento.
Uso de hojas del mismo lote y
Variabilidad estado fisiolégico  similar,
bioldgica del 2 2 4 estandarizacion de criterios de
material vegetal seleccion y  registro de
condiciones ambientales.
!\/Ianejo Trabajo en frio y oscuridad en
inadecuado de
todas las etapas del proceso,
muestras 3 3 9 . - )
incluyendo la manipulacion en
durante 4 . !
. centrifugaciones vy filtrados.
extraccion.
Pérdida de Utilizar  alicuotas de la
funcionalidad de extraccion obtenida,
muestras al 2 3 6 manipulandola a temperaturas
trasladarlas a bajas y sin exposicion directa a
microscopia la luz hasta su visualizacién.
Pérdida de Evitar la exposicion de las
funcionalidad de muestras a luz directa aun
muestras estrés 1 3 3 dentro del espacio de
oxidativo en almacenamiento, colocandolas
almacenamiento dentro de un contenedor opaco.
Cuantificacién de cloroplastos
Baja medicion extraidos previo a la medicién
de oxigeno en 2 3 6 para asegurarse de no sobre
muestras diluir la muestra y mantener
extraidas una concentracién detectable
para el sistema.
Fallo en sistema Sistema de respaldo para el
de refrigeracion 1 3 3 almacenamiento de muestras
de muestras en frio y oscuridad.
Verificacion de calibracién
Fallo en el . L
sistema de previo a cada sesion de
L 2 3 6 medicién con controles no
medicién de X
f oxigenantes 'y uso de
oxigeno ’ .
estandares conocidos.
Retraso en Planificacion anticipada de
adquisicién  de 2 2 4 compras y mantenimiento de
reactivos criticos inventario actualizado.

Lo Reprogramacién flexible del
Limitaciones de L
2CCESO a cronograma y priorizacion de

3 1 3 actividades de analisis de datos

laboratorio o
equipos

en periodos sin
experimental.

acceso
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Desarrollar un hidrogel de alginato fotosintético en una plataforma estructural

Bl tipo tamal descelularizado.
. Probabilidad Nivel de Valor de e s
Riesgo . . . Propuesta de mitigacion
de ocurrencia impacto riesgo
Contaminaciéon o Aplicacion de técnicas de
muerte de cultivo 1 3 3 bioseguridad para asegurar el
de microalgas trabajo en esterilidad.
Uso de hojas del mismo lote y
Variabilidad estado fisiologico  similar,
bioldgica del 2 2 4 estandarizacion de criterios de
material vegetal seleccion y registro de
condiciones ambientales.
Pérdida de Seguimiento  detallado de
muestra por fallo protocolos estandarizados,
1 3 3 ; .
en etapa de evitando alterar tiempos de
descelularizacién exposicién y agitacion.
Almacenamiento en
Dafio estructural condiciones de humedad
en muestras controlada o] soluciones
descelularizadas 1 3 3 conservantes, monitoreo
en periodico de integridad
almacenamiento estructural y preparaciéon de
réplicas adicionales.
Verificacion de calibracion
Fallo en el . iy
, previo a cada sesién de
sistema de L
L 2 3 6 medicién con controles no
medicién de ;
; oxigenantes y uso de
oxigeno ’ .
estandares conocidos.
Retraso en Planificacion  anticipada de
adquisicién  de 2 2 4 compras y mantenimiento de
reactivos criticos inventario actualizado.
Ajuste  de  concentracion
Inestabilidad polimérica, validacion
estructural  del 2 3 6 mecanica preliminar y pruebas
hidrogel de estabilidad antes de
ensayos funcionales.
. . Verificacion previa de potencia
Baja traslucidez ; L
. en el sistema de iluminacion
en hidrogel con o Y
hoja 2 2 4 ut|l_|zado y solo dar aplicacién a
. hojas totalmente
descelularizada
transparentes.

Lo Reprogramacién flexible del
Limitaciones de L
2CCESO a cronograma y priorizacion de

: 3 1 3 actividades de andlisis de
laboratorio o} . .
! datos en periodos sin acceso
equipos

experimental.
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CAPITULO 4
ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS



4. CAPITULO 4: ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.
4.1.Resultados:

4.1.1. Etapa 1:
41.1.1. Aislamiento de cloroplastos a partir de espinaca

Figura 22. Proceso de extraccion de cloroplastos a partir de hojas de espinaca.

Spinacia oleracea

A B C D

Nota: (A) corte, (B) homogenizacién, (C) filtrado y centrifugacion y (D) separacion por gradiente de Percoll.

El proceso de extraccion permitié obtener una fraccion enriquecida en cloroplastos
a partir de hojas de Spinacia oleracea. Para esto, las muestras lavadas y cortadas
(Figura 22 — A), homogenizadas (Figura 22 — B), filtradas y centrifugadas (Figura
22 - C) son trabajadas en frio y oscuridad, para ser posteriormente colocadas para
centrifugacion sobre un gradiente de Percoll (Figura 22 — D), donde se observa la
formacion de un pellet blanquecino, una banda semi definida en la parte superior
del gradiente y otra mayormente definida localizada en la interfase entre las capas
de 40-80%, correspondiente a la fraccion recuperada. Esta fraccion presentd una

coloracién verde intensa, caracteristica de la presencia de pigmentos fotosintéticos.

La suspension obtenida a partir de la extraccion de hojas de Spinacia oleracea
pierde su tonalidad de verde intenso al ser expuesta a temperaturas superiores a -
18 °C durante mas de 2 horas, aun al ser mantenidas en oscuridad, tornandose
verde oscuro. Fue posible identificar que este tono se mantiene por hasta 8 meses,
manteniendo condiciones de almacenamiento en oscuridad a -18 °C, ademas de
que, posterior a este almacenamiento, algunas muestras presentaban una mayor
concentracion de verde oscuro, perceptible como precipitado, en las bases de los

tubos utilizados para su de almacenamiento.
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4.1.1.2. Analisis de capacidad de liberaciéon de oxigeno en el tiempo
de cloroplastos aislados

Grafica 4. Medicion de oxigeno en el tiempo detectado en muestras de cloroplastos extraidos.

Mediciéon de oxigeno -
Cloroplastos de Espinaca (%05)

33 — Cloroplastos de
Espinaca

= Control

Tiempo de medicién (minutos)

Nota: muestra utilizada con n = 6.

El comportamiento de los cloroplastos aislados de espinaca, en contraste con un
control de su medio de suspension, permite obtener mediciones comparables entre
muestras en un tiempo total de 90 minutos. En el grafico (Grafica 4) se observa el
inicio de un aumento exponencial del porcentaje parcial de oxigeno detectado en
los cloroplastos de espinaca, mientras que las muestras de control permanecen en
valores estables durante todo el ensayo, reconociendo que los cloroplastos

extraidos no resultaron viables por un lapso significativo.

De manera especifica, el porcentaje parcial de oxigeno detectado en el tiempo para
las muestras de cloroplastos de espinaca varia de la siguiente manera: 32.16% en
los primeros 10 minutos, 32.93% a los 30 minutos de medicion, 33.11% a los 50
minutos y 32.6% a los 90 minutos, con un valor minimo registrado de 30.73% en el
tiempo 0. Por otro lado, los controles de medio de suspensién se mantuvieron en

28.8 + 0.10% de oxigeno disuelto a lo largo de la medicion.
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4.1.1.3. Caracterizacion de cloroplastos por microscopia
41.1.3.1. Microscopia de campo claro

Figura 23. Microscopia en campo claro de cloroplastos extraidos y estabilizados en suspensiones

ESTABILIZACION
EN SUSPENSION A

ESTABILIZACION
EN SUSPENSION B

Nota: (A — B) muestras suspension A compuesta por Glicerol + BSA y (C - D) muestras en suspension B

compuesta por Glutaraldehido.

La caracterizacion microscopica permitio evaluar la morfologia y distribucion de los
cloroplastos tanto en suspensién (Figura 23). Mediante microscopia en campo
claro, los cloroplastos aislados se observaron como estructuras con contornos bien
definidos y una coloracioén verde caracteristica. Estas estructuras se presentaron
dispersas en el medio con suspensidn A, con una distribucién relativamente
homogénea y evidencia de pequefias agrupaciones microscopicas sin borde
definido (Figuras 23 — A y 23 — B). Para la suspension B, se identificaron
variaciones en la definicién de los bordes y en la intensidad de la coloracién entre
distintas particulas, con formas semejantes a capsulas pequenas con contenido
verde intenso (Figura 23 — C), asi como la presencia de estructuras agrupadas de
mayor tamano con morfologia irregular, igualmente rellenas de un pigmento verde

intenso y con bordes parcialmente definidos con agrupaciones (Figura 23 — D).
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41.1.3.2. Microscopia de fluorescencia

Figura 24. Visualizacién microscépica de cloroplastos en suspension libre por fluorescencia.

A B o
Nota: (A) gota concentrada sin distribucion, (B) inicio de gradiente de distribucion, (C) final de gradiente de

distribucién. Objetivo utilizado: 4X.

Figura 25. Visualizacién microscopica de cloroplastos en suspension de estabilizacién por fluorescencia.

ESTABILIZACION
EN SUSPENSION A

ESTABILIZACION
EN SUSPENSION B

C

Nota: Suspensiones de estabilizacion utilizadas (A - B) suspension A (A, B) y (C — D) suspension B. Objetivo:
10X (A, C), 20X y 40X (B, D).

La visualizacion mediante microscopia de fluorescencia confirmé la presencia de
cloroplastos mediante su auto fluorescencia caracteristica. En las muestras en
suspension, se observo sefal fluorescente en el canal rojo, correspondiente a la
emision de los pigmentos fotosintéticos, con distribucién variada conforme la
manipulacion de la muestra. En condiciones de alta concentracién, se observé una
senal fluorescente intensa localizada en regiones especificas, sin una distribucién
homogénea en el campo visual (Figura 25 — A), a medida que la muestra presento
un gradiente de dispersioén, la sefal fluorescente mostrd una transicion hacia una
distribucion mas extendida (Figura 25 — B), alcanzando finalmente una disposicion

mas uniforme con menor intensidad localizada (Figura 25 — C).
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En las suspensiones sometidas a procesos de estabilizacion, se observaron
diferencias en el patron de fluorescencia entre las condiciones evaluadas. La
suspension A presentd una sefal fluorescente definida, con menor uniformidad en
su distribucion, caracterizada por la presencia de grandes agrupaciones sin bordes
definidos (Figura 25 — A) y un tono tenue de fluorescencia, apreciable dentro de las
estructuras aglomeradas, tras la excitacion inicial (Figura 25 — B). Por su parte, la
suspension B evidencié una mayor definicion estructural y una distribucion mas
homogénea del material fluorescente, con agrupaciones de sistemas ovoides en
estructuras con bordes definidos (Figura 25 — C) y una tonalidad roja intensa
encapsulada en el contenido dentro de ellas (Figura 25 — D). A mayores aumentos
(20X 'y 40X), en la suspension B es posible identificar con mayor claridad estructuras
discretas compatibles con cloroplastos, con una sefial mas delimitada que en la

suspension A.

4.1.1.4. Estabilizacion de cloroplastos aislados en suspensién

La aplicacién de los protocolos de estabilizacion permitié obtener suspensiones de
cloroplastos con caracteristicas macroscopicas diferenciadas segun el tratamiento
aplicado. En el caso del sistema basado en BSA 'y glicerol, la suspension resultante
presentd una coloracion verde tenue y homogeénea, y se mantuvo estable tras su
almacenamiento a -20 °C, sin evidencia de agregacion visible ni separacion de fases
al momento de su recuperacion. Por su parte, las muestras tratadas con
glutaraldehido presentaron una modificacién en la apariencia de la suspension,
observandose una coloraciéon verde mas intensa y una ligera tendencia a la
formacion de pellets compactos tras los procesos de centrifugacion y lavado para la

remocion de los aldehidos excedentes.
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4.1.1.5. Anadlisis de capacidad de liberaciéon de oxigeno en el tiempo

de cloroplastos estabilizados

Grafica 5. Mediciones de liberacién de oxigeno de cloroplastos estabilizados en suspension A y suspension B.

I Medicion de oxigeno -
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Nota: muestras utilizadas con n=6.

La capacidad de liberacion de oxigeno de los cloroplastos estabilizados en
suspension presenta un comportamiento dinamico durante aproximadamente 200
minutos de medicién (Grafica 5 — A). En términos generales, las muestras
presentaron un incremento inicial en el porcentaje de oxigeno disuelto, seguido de
la aparicidon de un punto maximo de liberacion: en las muestras sin agente de
estabilizacién se observd un valor maximo de 32.98% a los 24 minutos, mientras
que las muestras estabilizadas mediante la suspension A (glicerol + BSA)
alcanzaron un valor de 35.26% a los 20 minutos. Por su parte, las muestras
estabilizadas con la suspensién B (glutaraldehido) mostraron un maximo de 36,31%
a los 42 minutos, lo que evidencia una respuesta mas tardia en comparacion con

las demas condiciones.

Posterior al punto maximo de liberacion, las muestras estabilizadas presentaron una
disminucién progresiva de los niveles de oxigeno detectado hasta el final del
ensayo. A los 200 minutos, las muestras con estabilizacion mediante suspension B
mantuvieron el valor mas elevado, con un registro de 33,5%, mientras que las
muestras con estabilizacion A y las sin agente estabilizante presentaron valores
similares, en el orden de 31,42% y 31,50%, respectivamente. En contraste, el
control experimental mostré un comportamiento estable durante todo el periodo de

medicidn, con valores cercanos al 28.8 £ 0.5%, sin variaciones significativas.
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4.1.1.6. Anadlisis de la capacidad de liberacién de oxigeno en el
tiempo de microorganismos fotosintéticos.

Gréfica 6. Mediciones de liberacién de oxigeno de microalgas suspendidas.

Medicion de oxigeno -
Chlorella vulgaris suspendida (%0,)

== Control
40- == Chlorella vulgaris
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0 20 40 60 80 100 120

Tiempo de medicion (minutos)

Nota: muestras utilizadas con n=2.

La medicion del porcentaje de oxigeno diluido a lo largo del tiempo, calculado por el
sistema a través de la presion parcial de oxigeno, evidencidé un comportamiento
diferencial entre el grupo control y la suspension con microalgas de la especie
Chlorella vulgaris utilizada en una concentracion de 19.25 x 10° células/mL, como
es apreciable en el grafico (Grafica 6). Para el ciclo de luz constante de dos horas,
las microalgas mostraron un incremento progresivo en los niveles de oxigeno
detectado, iniciando en valores cercanos al 26.35% al tiempo 0 y alcanzando el
40.41% al final del ensayo. Este aumento se produjo de manera sostenida, con una
tendencia casi lineal bajo las condiciones de iluminacion aplicadas, de manera que
no se observaron fluctuaciones abruptas en la concentracion de oxigeno detectada,
evidenciando un comportamiento estable durante todo el ensayo. Similarmente, las
mediciones del grupo control presentaron valores relativamente estables
manteniéndose en un rango aproximado de 21-22% a lo largo de todo el periodo de
medicion. En comparacion con experimentos previos realizados con cloroplastos
aislados, este sistema present6é una mayor consistencia en los datos obtenidos, por
lo que se sostiene su aplicacion en las siguientes etapas experimentales.
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4.1.2. Etapa 2: Desarrollar un hidrogel de alginato fotosintético en una

plataforma estructural tipo tamal descelularizado.

4.1.2.1. Cultivo de microalgas Chlorella vulgaris

Figura 26. Fotografia microscopica representativa del crecimiento de microalgas Chlorella vulgaris

DiA 1 DIA S DIiA 10

CULTIVOA

CULTIVO B

Nota: seguimiento en los dias 1, 5 y 10: cultivo A fotografiado con objetivo 4X para los 3 dias y cultivo B

fotografiado con objetivo 10X para el dia 1, dia 5 y 4X para el dia 10.

Figura 27. Fotografia microscopica representativa del crecimiento de un subcultivo de Chlorella vulgaris

DiA 1 DIiA 10 DIA 30

Nota: seguimiento a 30 dias fotografiado en los dias 1, 10 y 30, con objetivo 20X para los 3 dias.

CULTIVO A-2

El crecimiento de microalgas de la especie Chlorella vulgaris se desarrollé en dos
cultivos derivados de otros dos cultivos existentes en el centro de investigacion,
actuando como inoculos. La evolucion de cada uno de los cultivos es apreciable en
la figura (Figura 26), donde se observa un cambio en la densidad oéptica y la
confluencia, asi como un cambio colorimétrico evidente en el cultivo A con el paso

de los dias expuestos a luz constante.
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En el dia 1, ambos cultivos presentan una baja densidad éptica, con confluencias
aproximadas de 30-35% para el primer cultivo y de 15-20% para el segundo,
pudiéndose apreciar microalgas dispersas al observarlos bajo microscopia de
campo claro. En el dia 5, el cultivo A presenta un mayor aumento de la densidad
oOptica, apreciable en comparacion con el cultivo B, de manera que en el cultivo A
se estima una confluencia del 40-45% vy, en el cultivo B, una de entre 25-30%.
Ademas, en este dia, el cultivo A presenta un cambio colorimétrico asociado a una
mayor cantidad de agrupaciones de microalgas, distinguibles al observar los cultivos

al microscopio.

Por su parte, el cultivo B mantiene su tonalidad inicial y es posible observar, al
microscopio, un pequefio aumento en la cantidad de microalgas agrupadas. Durante
los siguientes dias, se presume que ambos cultivos entraron en fase de crecimiento
exponencial, puesto que para el dia 10 es apreciable la mayor cantidad de
microalgas agrupadas registradas a la fecha de seguimiento, con confluencias
estimadas entre el 90-95% para el cultivo Ay 70-75% para el cultivo B. Finalmente,
en ambos cultivos se observa una alta densidad optica y los cultivos sostienen un
cambio en tonalidad, aun al observarse por microscopia, presentando una tonalidad
sepia indicativa de necesidad de un cambio de medio a los 40 dias de la siembra
inicial.

Posterior a este cambio de medio, con la expansion del cultivo A se presentaron
cambios fisicos similares apreciables por microscopia, como es demostrado en la
figura (Figura 27), con la peculiaridad de un mantenimiento en la tonalidad de verde
observado, a pesar del evidente aumento en la densidad optica y agrupaciones
identificable posterior a 30 dias de crecimiento: en el dia 1 se cuenta con una
confluencia menor al 10% de la superficie total del cultivo, al dia 10 se presenta un
aumento con una confluencia apreciable cercana al 20-25% y para el dia 30 la

confluencia visual aumenta significativamente a un 85-90%.
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4.1.2.2. Cuantificacion de cultivos de microalgas

Grafica 7. Crecimiento de microalgas de la especie Chlorella vulgaris.

Cultivo de Chlorella vulgaris
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Nota: seguimiento de cultivos iniciales a 40 dias (A) y seguimiento de subcultivos a 30 dias (B).

La evolucion cuantitativa de los cultivos de Chlorella vulgaris es descrita en el grafico
(Grafica 7), a partir de los datos obtenidos mediante cuantificacion celular manual
en la Camara de Neubauer. Para el dia 0, el cultivo A presenta una densidad celular
de 1.06 x 107 células/mL vy el cultivo B presenta una densidad celular de 6.25 x 106
células/mL, lo que corresponde a la fase de inoculacién en un volumen total de 10

mL. Al dia 5 se registra un aumento significativo en el cultivo A, con una densidad
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celular cuantificada de 1.36 x 107 células/mL, mientras que el cultivo B mantiene
una densidad celular similar a la registrada anteriormente, con 6.88 x 10°
células/mL. Para el dia 10 se registra una densidad celular de 1.44 x 107 células/mL
para el cultivo Ay de 1.2 x 107 células/mL para el cultivo B, resaltando que la
diferencia entre el ultimo registro y este sugiere que ambos cultivos entraron en fase
de crecimiento exponencial entre el quinto y el décimo dia de mantenimiento bajo
luz constante y agitacién diaria. Finalmente, a los 40 dias de siembra, tras el cambio
de medio y matraces, se identifica, por cuantificacién, una densidad celular de 1.71
x 107 células/mL para el cultivo A y 1.46 x 107 células/mL para el cultivo B, y se
realiza la siembra del subcultivo A-2 con 3.63 x 108 células/mL iniciales, resaltando
que en esta fecha de inspeccién ambos cultivos presentan una tonalidad verde
intensa, indicativa de su crecimiento (Grafica 7 — A). El subcultivo A-2 se desarrollé
durante 30 dias, registrandose su crecimiento en el dia 10 con 5.56 x 10° células/mL
y al dia 30 con 7.63 x 10° células/mL (Grafica 7 — B).
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4.1.2.3. Elaboracién de hidrogeles oxigenantes con microalgas

Figura 28. Hidrogeles con alginato de sodio polimerizado.

HIDROGEL
CHLORELLA VULGARIS

HIDROGEL CONTROL

Nota: panel superior con hidrogeles integrados con microalgas (A 'y B) y panel inferior con hidrogel de control

(C y D). Comparacion con plato de Petri de 100 mm (A, C) y acercamiento (B, D).

La elaboracion de hidrogeles a base de alginato de sodio, con microalgas de la
especie Chlorella vulgaris suspendidas en medio Bold 1X, permitié obtener
estructuras con morfologia definida y apariencia homogénea tras la polimerizacién
con cloruro de calcio. A escala macroscopica, los hidrogeles presentaron una
consistencia firme y una geometria estable, manteniendo su integridad durante la
manipulacion. En comparacion con los hidrogeles de control elaborados unicamente
con medio Bold 1X, no se observaron diferencias evidentes en la forma general ni

en la cohesion estructural de las muestras (Figura 28 — Ay Figura 28 — C).

Tras su transferencia a medio Bold 1X, los hidrogeles con microalgas conservaron
una coloracion verde intensa, distribuida de manera relativamente uniforme a lo
largo de toda su estructura. Esta coloracion se mantuvo durante el periodo inicial de
observacion, sin evidencia de decoloracion localizada ni de formacién de zonas
heterogéneas visibles (Figura 28 — B). De manera similar, los hidrogeles control
presentaron una apariencia traslucida homogénea, sin cambios macroscépicos en
su estructura ni en su consistencia durante su almacenamiento en el medio de

cultivo (Figura 28 — D).
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4.1.2.4. Anadlisis de capacidad de hinchamiento de hidrogeles
oxigenantes con microalgas

Gréfica 8. Variacion en relacion de hinchamiento a las 24 horas de los hidrogeles oxigenantes y control.
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Nota: Muestras utilizadas con n=3.

En el grafico (Grafica 8) es posible identificar el aumento en la relacion de
hinchamiento tanto de los hidrogeles con microalgas Chlorella vulgaris incorporadas
como parte de una pelicula polimerizada de alginato disuelto en medio Bold 1X,
como en los hidrogeles control elaborados unicamente con alginato y medio Bold

1X, con una misma base de gasa estéril para proporcionar soporte estructural.

Durante las primeras tres horas de exposicién se observa un aumento exponencial
en la masa registrada para todas las muestras, descritas a continuacién: ambas
muestras inician con una relacién de hinchamiento de 1.0, posterior a los primeros
15 minutos de incubacidn en solucion salina, la muestra de hidrogel con microalgas
mantiene una relacion de hinchamiento de 2.64, mientras que el control presenta un
valor de 2.36; a los 30 minutos, la relacion de hinchamiento para la muestra de
hidrogel con microalgas aumenta a 2.93, asi como la del hidrogel control a 2.91;
para la primera hora de exposicion, la muestra de hidrogel de microalgas presenta
3.35 en su relacion de hinchamiento, mientras que la muestra control aumenta a
una relacion de hinchamiento de 3.11; a los 120 minutos de medicion, o dos horas,

la relacion de hinchamiento aumenté a 3.71 para la muestra de hidrogel con
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microalgas y a 3.41 para la muestra control, similarmente, con el registro de las 3
horas se observa una relacién de hinchamiento de 3.79 para la muestra de hidrogel

y un aumento a 3.68 para la muestra control.

Posterior a este punto, los hidrogeles con microalgas y los de control presentaron
relaciones de hinchamiento similares con varianza minima, registrando 3.83 para el
hidrogel con microalga y 3.68 para el hidrogel control a la cuarta, quinta y sexta
hora, 3.82 y 3.70 en la séptima hora, 3.82 y 3.74 para la octava hora, culminando
con un registro en la relacion de hinchamiento de 3.71 para el hidrogel de alginato

con microalgas y de 3.73 para el hidrogel control a las 24 horas de medicion.
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4.1.2.5. Anadlisis de liberacién de oxigeno en el tiempo de
hidrogeles oxigenantes con microalgas

Grafica 9. Representacion de la liberacion de oxigeno registrada en hidrogeles con microalgas.
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Nota: muestras expuestas a luz constante en el sistema PreSens SDR con n=3.

Las mediciones bajo una fuente externa de luz constante tienen un efecto apreciable
en los hidrogeles con microalgas, al registrar un aumento de la presidn parcial de
oxigeno en comparacion con las muestras control, posterior a los primeros 25
minutos de medicion, de manera que las muestras de hidrogeles con microalgas
muestran un crecimiento exponencial en la concentracion detectada, mientras que
aquellas sin microalgas mantienen valores estables. A partir del punto mencionado,
el porcentaje parcial de oxigeno detectado varia en el tiempo para las muestras de
microalgas aumentando conforme a lo descrito en el grafico (Grafica 9) siendo:
18.99% para el tiempo de 0.45 horas, 20.85% para la primera hora, 23.07% para la
medicion a las 2 horas, 25.93% en 4 horas, 28.74% en 6 horas, 32.74% en 8 horas,
35.10% en 10 horas, 37.04% en 12 horas, 38.13% en 14 horas, 38.99% en 16 horas,
llegando a un valor maximo registrado de 39.56% de oxigeno en la hora 18 del
ensayo, donde se le da conclusidon. Por su parte, el hidrogel control presentd un

valor de 7.9 + 0.07% durante toda la duracion del ensayo.
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4.1.2.6. Descelularizacion de hojas tropicales.

Figura 29. Evolucién en macrofotografia de muestras durante el proceso de descelularizaciéon en hojas
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Nota: progreso en bijao (superior) y en hoja de banana (inferior), con seguimiento durante 7 dias.

El proceso de descelularizacion realizado durante 7 dias en muestras frescas de
hoja de banana y bijao provoca cambios en su color, opacidad, permeabilidad vy,
ligeramente, en su rigidez. El dia 1 de descelularizacion, las muestras de ambas
especies de hoja presentan mayor flexibilidad y un cambio leve en la tonalidad de
verde posterior al proceso de hervido y mejor permeabilidad a medios acuosos
posterior al proceso de remocién de cuticula con hexano (Figura 29 — Dia 1). El dia
4 las muestras, tanto de hoja de banana como de bijao, presentan un cambio
evidente en su colorimetria al pasar de un tono verde a un tono marrén oscuro en
caso de las hojas de banana y marrdn claro en las hojas de bijao, similar a lo
visualizado en estudios de desnaturalizacion de hojas o el proceso natural de
degradacion de hojas posterior a su separacion del tallo principal (Figura 29 — Dia
4). En el dia 5, posterior a las primeras 24 horas en la solucion decolorante, las
muestras de bijao presentan un avance significativo en el area tornada blanca de la
hoja, llegando a cubrir aproximadamente el 80% de la totalidad de la muestra;
mientras que las hojas de banana aun presentan mayoritariamente la tonalidad
mayor del dia anterior, con areas blancas unicamente ubicadas en los bordes y

dobleces naturales de la hoja.
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En el dia 6, las muestras de hoja de bijao presentan una decoloracion total sin
afectar la integridad estructural de la muestra, lo que constituye el principal indicativo
de una descelularizaciéon efectiva; por su parte, las muestras de hoja de banana
mantienen secciones con tonalidades amarillas oscuras, con un porcentaje
aproximado del 70% de decoloracion del area total (Figura 29 — Dia 6). Finalmente,
en el dia 7, las muestras de banana se perciben totalmente decoloradas, con una
tonalidad blanca uniforme por toda su extension, sin comprometer su integridad
estructural; es importante resaltar que las muestras de hoja de bijao se vuelven mas
traslucidas en este dia, mas la integridad de las muestras se pierde totalmente,

volviéndose quebradizas al momento de manipularlas (Figura 29 — Dia 7).
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4.1.2.7. Caracterizacion de andamios descelularizados por

microscopia electronica de barrido (SEM)

Figura 30. Fotografias de microscopia electronica de barrido (SEM) de una hoja tropical nativa y descelularizada
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La caracterizacién morfolégica mediante microscopia electrénica de barrido permitio
evaluar la microestructura superficial de los andamios (Figura 30). En la muestra
nativa se observo una arquitectura altamente organizada, caracterizada por una
estructura definida y la presencia de estomas distribuidos de manera relativamente
uniforme, con morfologia eliptica bien delimitada y orientacién preferencial a lo largo
del tejido, lo que evidencia la integridad estructural del material vegetal original
(Figura 30 — A). En contraste, la muestra descelularizada conservé la organizaciéon
general del tejido; sin embargo, se observo una modificacion en la definicion de las
estructuras superficiales, con estomas que permanecen identificables, aunque con
contornos menos definidos y una apariencia mas irregular en comparacion con la

muestra nativa, presentando una topografia mas heterogénea (Figura 30 — B).

Por otra parte, el analisis de imagen digital permitié estimar las dimensiones de las
estructuras porosas observadas. En la muestra nativa, los estomas presentan
longitudes del orden de 20-30 pm, con ostiolos centrales de aproximadamente 5—
10 um. Por su parte, en la muestra descelularizada, estas estructuras centrales
presentan dimensiones ligeramente menores y una mayor variabilidad, con
aperturas en el rango aproximado de 3-8 uym y estomas de forma alargada e
irregular, con longitudes mas cercanas a 30 pm. Adicionalmente, mediante el
analisis de particulas manual en ImageJ, se estimé el area de los ostiolos y estomas,
evidenciando una distribucidon heterogénea en ambas condiciones, sin diferencias
abruptas en el orden de magnitud de las dimensiones evaluadas: los ostiolos en las
muestras nativas presentaron un area promediada de 114 + 22 ym? y sus estomas
con un area promedio de 343 + 24 um? mientras que las muestras nativas
presentaron un area promediada de 74 £ 37 ym? en sus ostiolos y 413 £ 35 um? en

sus estomas.
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4.1.2.8. Caracterizacion mecanica por ensayo de tracciéon y

analisis dimensional de andamios descelularizado

Grafica 10. Valores maximos obtenidos en muestras de hojas tropicales a partir de ensayos de traccion.
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Grafica 11. Representacion del comportamiento de las muestras durante un ensayo de traccion.
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Gréfica 12. Representacion de los resultados dimensionales de las muestras nativas y descelularizadas
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El ensayo de traccion evidencié diferencias significativas en el comportamiento
mecanico entre las muestras de hoja nativa y de hoja descelularizada, donde las
curvas carga-deformacion mostraron perfiles distintos en cada condicion, reflejando
cambios en la respuesta estructural del material tras el proceso de
descelularizacion. Para la muestra nativa, la curva carga—deformacion presenté un
incremento progresivo con multiples puntos de inflexion, alcanzando una fuerza
maxima de 2.75 N y una deformacién maxima de 9.717% (Grafica 10); posterior a
este punto, se observo una disminucién gradual de la carga hasta llegar a valores
cercanos a cero, acompafada de fluctuaciones que sugieren una mayor capacidad

de deformacion antes de alcanzar el punto de falla total (Grafica 11).

Por otro lado, la muestra descelularizada mostré un comportamiento caracterizado
por un incremento abrupto de la carga, alcanzando una fuerza maxima de 5.825 N
y una deformacion maxima de 6.987% (Grafica 10), evidenciandose una caida
pronunciada de la carga hacia valores cercanos a cero tras este punto, lo que indica
una falla estructural mas subita, sugestiva de una mayor rigidez del material, pero
de menor capacidad de deformacion (Grafica 11). De manera que, la muestra de
hoja descelularizada presenté valores superiores para la fuerza maxima en
comparacion con la nativa, mientras que esta ultima mostré una mayor capacidad

de resistencia ante deformacion.

La caracterizacion del espesor de las hojas mediante micrometria evidencié una
reduccion del espesor de las muestras sometidas al proceso de descelularizacidn
en comparacién con las muestras nativas. La muestra de hoja nativa presentd un
espesor aproximado de 0.290 £ 0.005 mm, mientras que la muestra de hoja
descelularizada registré6 valores cercanos a 0.241 mm, lo que sugiere una
modificacion en la estructura del tejido vegetal que no compromete su integridad ni
su capacidad de manipulacion (Grafica 12). Resaltando que esta reduccién de
espesor es consistente con los cambios en las propiedades mecanicas, evaluados

por los ensayos mecanicos, previamente descritos.
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4.1.2.9. Elaboracion de plataforma oxigénica basada en hidrogel
contenido en una hoja descelularizada (Tamal oxigénico).

Figura 32. Proceso de elaboracion de plataforma tipo “tamal oxigénico".

F G H
Nota: (A) preparacion de espacio, (B) preparacion de base descelularizada, (C) ubicacion de hidrogel de alginato
con microalgas en hoja descelularizada, (D) doblez de hoja descelularizada de izquierda hacia el centro, (E)
doblez de hoja descelularizada de derecha hacia el centro, (F) doblez de sobresaliente de hoja descelularizada
inferior hacia el centro, (G) doblez de sobresaliente de hoja descelularizada superior hacia el centro, (H)

amarrado final con fibra descelularizada en patrén tradicional.

Figura 33. Variacion en anudados aplicados para el cierre de plataforma tipo “tamal oxigénico”.

ANUDADO EN CRUZ ANUDADO TRADICIONAL

Nota: (A) anudado simple en cruz, (B) anudado tradicional con doble cruz vista superior y (C) vista lateral.
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La integracion del hidrogel fotosintético con la hoja de bijao descelularizada permitio
obtener una estructura compacta y manipulable, en la que el hidrogel quedd
completamente contenido en el recubrimiento vegetal. La conformacion final
presentd una geometria definida y reproducible, resultado de la secuencia de
dobleces aplicada (Figura 31 — B-G), sin evidencia de exposicion directa del
hidrogel al exterior. La estructura ensamblada mostr6 adecuada integridad
mecanica durante su manipulacion, manteniendo la cohesion entre el hidrogel
polimerizado y la hoja descelularizada aun 30 dias después de su ensamblaje,
requiriendo cambios de la solucidén de suspension semanalmente y exposicion a la
luz constante. El sistema de sujecion mediante tiras de hebra descelularizada
permitié fijar los dobleces de manera efectiva (Figura 31 — H), mediante un amarre
en cruz (Figura 32 — A) y un amarre doble tradicional de los tamales (Figura 32 —
By Figura 32 — C), evitando la desintegracion de la estructura aun bajo condiciones

de manipulacion o inmersion en medio total, por varios dias.
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4.1.2.10. Analisis de liberacion de oxigeno en hidrogel contenido

dentro de hoja descelularizada (Tamal oxigénico).

Grafica 13. Descripcion del comportamiento de plataformas de “Tamal oxigénico”
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Nota: graficas definidas en términos de su capacidad de liberar oxigeno en el tiempo: bajo luz constante (A) y

en ciclos de luz/oscuridad (B) con muestras de n = 3.

El comportamiento de los hidrogeles de alginato con microalgas contenidos dentro
de una estructura de hoja descelularizada es estudiado con mediciones del oxigeno
diluido en el medio de las muestras con microalgas y sus controles a 16 horas de
luz constante y, posteriormente, en ciclos de luz/oscuridad de 1.5 horas cada uno,
para un tiempo total de medicién de 9 horas con 3 ciclos totales. Las muestras
utilizadas presentaron un cambio colorimétrico al final de la medicién, tornandose

blanquecinas o marrones al cuarto dia de exposicion en un ambiente cerrado.
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Para el primer ensayo, se distingue un porcentaje de oxigeno en el tiempo, para las
muestras de microalgas en estructura de hoja descelularizada mantenidas en luz
constante, variante conforme a lo descrito en el grafico (Grafica 13 — A) siendo:
11.74% para la primera hora de medicion, 19.08% a la segunda hora, 35.14% para
la tercera hora de medicion y 49.68% para la cuarta hora de medicion, llegando a la
saturacion del sistema en el 52.3% de oxigeno en 4.75 horas (4 horas y 45 minutos).
De forma similar, los valores del hidrogel con microalgas varian en el tiempo, de
manera que fueron capturados valores de 24.42% para la primera hora, 49% para
la segunda hora, llegando al punto de saturacion de oxigeno (52.3%) en el tiempo
de 2.75 horas (2 horas y 45 minutos), 2 horas mas rapido que en la estructura con
hoja descelularizada. Por su parte, los valores de los hidrogeles de control
presentan un porcentaje de oxigeno diluido en el tiempo con varianza reducida a un
valor de 8.78 + 0.03%, por toda la duracion del ensayo. Por otro lado, el
comportamiento en ciclos de luz/oscuridad de 1 hora y 30 minutos por cada uno es
descrito en el siguiente grafico (Grafica 13 — B), con el porcentaje parcial de oxigeno
diluido en las muestras con hidrogeles de microalgas en estructura de hoja
descelularizada variando conforme a la presencia de luz, posterior al punto de
estabilizacion inicial en el tiempo de 0,5 horas (30 minutos). A partir de este punto,
los valores detectados oscilaron entre un maximo de 6.68% para la etapa de
encendido y un minimo de 2.15% para la etapa de apagado del primer ciclo.
Similarmente, el porcentaje de oxigeno aumenta a un maximo de 7.84% y disminuye
a un minimo de 1.73% en el siguiente ciclo de encendido y apagado, finalizando con
un aumento a un maximo de 7.58% y un minimo de 2.3% para el tercer ciclo de
encendido y apagado. En promedio, los hidrogeles con la estructura de tipo tamal
de oxigeno responden a la alteracion de la luz hasta alcanzar un valor de
aproximadamente 7.36% en 1 hora y 30 minutos en exposicion constante, y un valor
minimo de 2.06% en 1 hora y 30 minutos de oscuridad total. De forma similar al
ensayo anterior, los controles de hidrogel de alginato sin microalgas presentaron
una varianza minima a partir de su punto de estabilizacion identificado en el tiempo
de 2,75 horas (2 horas y 45 minutos), manteniéndose en 1,08 + 0,08% de oxigeno

diluido detectado independientemente de los cambios en ciclos de luz y oscuridad.
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4.2.Discusion

Etapa 1. Analisis de la viabilidad de integracion de cloroplastos aislados en

andamios, a partir de su capacidad de liberacion de oxigeno en el tiempo.

La extraccién de cloroplastos presenta diferencias notables en la estabilidad segun
la especie vegetal empleada como materia prima. Las hojas de Spinacia oleracea
utilizadas permitieron la obtencion de fracciones de coloracion verde intensa,
compatibles con la presencia de cloroplastos, las variaciones en la conservacion de
dicha coloracion sugieren comportamientos diferenciales en la estabilidad posterior
a la extraccion. Se observa una disminucién en la intensidad de verde incluso en
almacenamiento a -18°C lo que puede estar asociado a una rapida pérdida
estructural de los cloroplastos y sugiere una disminucién en la funcionalidad
fotosintética del sistema, tornandose un color verde oscuro aun tras breves
exposiciones a luz blanca en algunas de las muestras y blanquecinas en otras, lo
cual puede estar relacionado con diferencias en la composicion lipidica de sus
membranas, contenido de pigmentos o la presencia de compuestos antioxidantes
propios de la especie. Estos resultados coinciden con lo expuesto por Chen et al.
para los resultados de la extraccidn a partir de Spinacia oleracea (Chen et al., 2022).
Contrario a lo esperado, a partir de las variaciones en la tonalidad de verde
observadas en las muestras, los resultados de las mediciones de capacidad de
liberacidon de oxigeno en el tiempo evidencian una mayor actividad fotosintética en
las muestras de Spinacia oleracea. En las mediciones con estos cloroplastos se
observa un incremento progresivo en el porcentaje de oxigeno disuelto durante los
primeros minutos de medicidn, seguido de una estabilizacion en valores cercanos
al maximo alcanzado, lo que sugiere la conservacion parcial de la actividad
fotosintética en cloroplastos aislados durante un periodo corto, capaces de
mantener una produccion de oxigeno sostenida bajo luz constante. En conjunto,
estos resultados comprueban la obtencion de unidades fotosintéticas cloroplasticas
temporalmente funcionales, mas su capacidad de liberacion de oxigeno no es
directamente proporcional a su colorimetria. Cabe resaltar que la capacidad
oxigenante de los cloroplastos aislados no suele estudiarse, limitdndose a evaluar

su actividad fotosintética en el tiempo (Chen et al., 2022).
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La visualizacion al microscopio, tanto de campo claro como de fluorescencia,
permiti6 confirmar la presencia de cloroplastos en las muestras extraidas,
estabilizadas en suspensién. Gracias a la auto fluorescencia de los cloroplastos en
el canal rojo, la microscopia por fluorescencia cobra mayor relevancia para la
identificacion y caracterizacion de estas estructuras fotosintéticas. Sin embargo, las
estructuras identificadas en ambas observaciones permiten visualizar sistemas
similares a los esperados para cloroplastos enteros en suspension libre, con
particulas esparcidas homogéneamente por el campo de visualizacién; con una
solucion estabilizante de glicerol y seroalbumina bovina con grandes agrupaciones
de particulas sin borde definido concentradas por regiones del campo de
visualizacion y algunas particulas libres esparcidas alrededor de las estructuras
principales; con una solucion de estabilizacion de glutaraldehido, donde son
formadas capsulas con bordes definidos y opacidad baja alrededor de un grupo
pequefio de cloroplastos aislados. La presencia de particulas no fotosintéticas,
apreciables mediante la visualizacidon en otros canales junto con el canal rojo, puede
estar relacionada con el desarrollo de la extraccién con soluciones de extraccion no
estériles, asi como con la elaboracion de las diluciones base de alginato con un

medio disolvente no estéril.

En conjunto, los resultados obtenidos con ambas técnicas de microscopia
evidencian la presencia e integracion de los cloroplastos en los sistemas evaluados,
manteniendo estructuras identificables tanto en suspensiones regulares como
estabilizadas. Ademas de coincidir con lo expuesto por multiples autores recientes
en el campo de la extraccién de unidades fotosintéticas, como el ensayo de Chen

et al., donde se observan cloroplastos aislados en suspension (P. Chen et al., 2022).

La efectividad de los sistemas basados en cloroplastos estabilizados se evalua en
funcién de su capacidad para liberar oxigeno a lo largo del tiempo, bajo una fuente
de luz constante a temperatura ambiente. Los resultados obtenidos en estos
ensayos para las muestras estabilizadas en suspensién evidencian que la
implementacion de estrategias de estabilizacion influye tanto en la magnitud como

en la dinamica temporal de la produccién de oxigeno por cloroplastos aislados,
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resaltando que la aplicacidbn de la suspension de estabilizacion basada en
glutaraldehido mostré un comportamiento caracterizado por la obtencion de los
valores maximos de oxigeno y la mayor estabilidad de la liberacién a lo largo del
tiempo. Asimismo, esta muestra presenta un incremento inicial mas lento en los
niveles de oxigeno disuelto en comparacion con las muestras sin estabilizacion y
con glicerol y seroalbumina bovina. Este retraso en la cinética de liberacion y en la
estabilizacién a una concentracién de oxigeno inferior al punto de saturacién del
equipo podria estar asociado a una mayor preservacion estructural y funcional de
los cloroplastos, como respuesta a los cambios en los gases disueltos del medio
inmediato. Estos resultados no son directamente comparables con otros ensayos
publicados en los ultimos afos, ya que las condiciones aplicadas no fueron
identificadas dentro de la literatura abarcada en este ensayo, considerando que los
protocolos implementados evaluan su efectividad con base en otros parametros
como su actividad fotosintética detectada, la cantidad de clorofilas en el tiempo o

con estabilizadores adicionales, como es el caso de Chen et al. (Chen et al., 2022).

Finalmente, el incremento sostenido de la concentracidn de oxigeno en la
suspension de Chlorella vulgaris bajo iluminaciéon continua sugiere la presencia de
actividad fotosintética funcional, capaz de generar oxigeno de manera progresiva
en el medio. A diferencia del grupo control, en el cual los niveles de oxigeno
permanecieron constantes, el aumento registrado en la suspension bioldgica
sugiere que la produccion de oxigeno superd a la generada por los organelos
aislados. Ademas de mantener la estabilidad en los niveles de oxigeno detectados
por un lapso mayor, en comparacién con el obtenido para las mediciones con

cloroplastos extraidos de hojas de Spinacia oleracea.
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Etapa 2. Desarrollar un hidrogel de alginato fotosintético en una plataforma

estructural tipo tamal descelularizado, como estrategia

innovadora mediante técnicas de bioingenieria.

En el presente estudio, se desarrolla un hidrogel con microalgas de la especie
Chlorella vulgaris en una matriz de alginato de sodio polimerizado con cloruro de
calcio, con capacidad de liberar oxigeno en su medio inmediato y sin efectos
negativos en sus propiedades mecanicas. El uso de esta especie de microalgas se
llevé a cabo a una concentracion inferior a 10 millones de células y presentoé un alto
grado de supervivencia al ser mantenido en una solucion de medio de cultivo, asi
como una capacidad constante de liberar oxigeno ante una fuente de luz durante al
menos 18 horas consecutivas. Cabe resaltar que, al finalizar este ensayo, el
porcentaje de oxigeno diluido detectado de 39.56% se mantenia en un aparente
aumento exponencial, lo que sugiere que su capacidad de liberacion de oxigeno en
el tiempo es mayor que la duracion del ensayo. Este comportamiento es consistente
con lo descrito por Tarsitano et al.,, quienes mencionan que concentraciones
similares de microalgas de esta especie en hidrogeles de alginato de sodio no
afectan la porosidad de la matriz y permiten la liberacion de oxigeno generado como

parte de los procesos de fotosintesis de los microorganismos (Tarsitano et al., 2025).

Estos hidrogeles con microalgas fueron mantenidos en el medio de cultivo de las
microalgas, donde no presentaron fallos estructurales ni cambios en su morfologia
aun a 30 dias de inmersion, con una capacidad de hinchamiento sostenida en el
tiempo, como es de esperarse al comparar con otros estudios donde los polimeros
de alginato de sodio se demuestran como una alternativa viable de alta porosidad y
permeabilidad (Ren et al., 2024; Tarsitano et al., 2025; H. Wang et al., 2025), a pesar
de no contar con otras propiedades anexas como sucede con los hidrogeles
elaborados por Cui et al. y Zhang et al. (Cui et al., 2025; H. Zhang et al., 2026).

Otro resultado interesante se observa como consecuencia de esta rapida
permeabilidad a las suspensiones inmediatas, ya que se evidencié que esta
caracteristica hace vulnerables a los microorganismos frente a soluciones no

ideales, como el medio diluido con agua destilada remanente, lo que se traduce en
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la reduccion de la cantidad de células fotosintéticas vivas dentro del hidrogel. Se
estima que la razén detras de este comportamiento esta relacionada con posibles
contaminantes presentes en liquidos no estériles, mas que con el factor de dilucién
aplicado ante la exposicion, sin descartar esta variante totalmente, ya que el
comportamiento de las microalgas cambié completamente al remplazar la solucién
y contenedor de almacenamiento de los hidrogeles. Este acontecimiento es similar
a lo planteado en el estudio de Zhang et al., donde se indica que aun cambios
pequefios en la concentracion de nutrientes y otros componentes del ambiente
inmediato a los hidrogeles con Chlorella vulgaris pueden promover o limitar su

crecimiento y supervivencia aun en iluminacion constante (H. Zhang et al., 2026).

Para la descelularizacion de hojas vegetales se obtuvieron resultados consistentes
con la literatura disponible, especificamente para la especie Musa % paradisiaca,
segun Banavar et al., dado que la implementacion de hojas de Calathea lutea como
materia prima para la obtencion de andamios descelularizados no fue identificada
en la literatura abarcada en este estudio (Banavar et al., 2024). El proceso de
descelularizacion aplicado evidencié una pérdida de la integridad estructural en las
hojas de Calathea lutea, particularmente durante las ultimas 24 horas de exposiciéon
al removedor de pigmento, en contraste con las hojas de Musa x paradisiaca, que
conservaron su arquitectura general. Una posible explicacion de este
comportamiento radica en las diferencias intrinsecas en la rigidez y el grosor natural

de las hojas, lo que podria influir en su susceptibilidad a la descelularizacion.

En este sentido, la necesidad de prolongar el proceso de despigmentacién para
lograr la decoloracion completa en Musa x paradisiaca contrasta con la aparente
sobreexposicion de Calathea lutea, donde esta prolongacion podria haber
favorecido no solo la eliminacién de componentes celulares, sino también la
degradacion parcial de la matriz estructural de celulosa. Siendo este ultimo factor
respaldado por el estudio de Gershlak et al. sobre la descelularizacion de hojas de

estructura naturalmente delgada (Gershlak et al., 2025; Gershlak et al., 2017).

En cuanto a la caracterizacion fisica de los andamios descelularizados, es posible

identificar una variacion en la superficie estructural de las muestras de hoja tras el
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proceso de descelularizacion mediante analisis por microscopia electronica de
barrido (SEM). En particular, se observan estomas menos definidos y en menor
cantidad, sobre una estructura tisular irregular. Este patron es consistente con la
distribucion irregular y la estructura desordenada identificadas y reportadas por
Banavar et al. en muestras de hojas tropicales sometidas a descelularizacién, lo que
sugiere que estas modificaciones corresponden a efectos caracteristicos de la
exposicion de la matriz estructural subyacente, como resultado de la remocion de

los componentes celulares (Banavar et al., 2024).

Por otro lado, los resultados del estudio de traccion evidencian un incremento de la
resistencia mecanica de las muestras descelularizadas, junto con una disminucion
de su capacidad de deformacion, en comparaciéon con los valores equivalentes de
las muestras nativas. Este comportamiento es consistente con lo reportado por
Harris et al., en el que la descelularizacion de tejidos vegetales condujo a la
exposicion de una matriz estructural predominantemente fibrilar, caracterizada por
su mayor rigidez mecanica y menor capacidad de deformacion (Harris et al., 2021).
No obstante, los ensayos de Gershlak et al. presentan resultados contrastantes, en
los que el proceso de descelularizacién se asocia con una disminucion tanto de la
resistencia mecanica como de la capacidad de deformacién del material, lo cual se
atribuye a posibles danos estructurales inducidos durante la eliminacién celular
(Gershlak et al., 2025; Gershlak et al., 2017). Considerando lo expuesto, las
diferencias observadas entre el estudio y la literatura disponible pueden estar
relacionadas con variaciones en el protocolo de descelularizacion y en la especie

de hoja vegetal empleada.

En cuanto a los cambios dimensionales observados, la reduccion del espesor de las
muestras descelularizadas puede estar asociada a la remocion de componentes
celulares durante el procesamiento. Si bien la literatura no reporta de manera
consistente mediciones directas del espesor en hojas descelularizadas, el estudio
de Gershlak et al. y otros similares han documentado la eliminacién del contenido
intracelular y la preservacion de la matriz estructural vegetal, lo que sugiere una

reorganizacion del tejido hacia una estructura mas compacta (Gershlak et al., 2017;
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Harris et al., 2022; Lacombe et al., 2020). Tomando esto en consideracion, los
resultados obtenidos en el presente estudio podrian interpretarse como una
manifestacion de dicha reorganizacion estructural, en la que la pérdida de volumen
celular contribuye a la disminucion del grosor del material, sin comprometer la

integridad de la estructura.

Finalmente, en el presente ensayo se desarrolla la integracion del hidrogel con
microalgas en una estructura elaborada a partir de una hoja descelularizada y
anudada siguiendo un patron tradicional de doble cruz, dando lugar al sistema
denominado “tamal oxigénico”. Este sistema se mantuvo en almacenamiento bajo
luz constante y sumergido en medio de cultivo Bold 1X durante hasta 30 dias, en el
que, a nivel macroscopico, no se observaron desplazamientos significativos del
hidrogel dentro del recubrimiento ni efectos negativos relacionados con la falta de
luz o con la permeabilidad de los nutrientes del medio a las microalgas integradas
en el hidrogel tras el anudado final, lo que evidencia la viabilidad del método de
ensamblaje. Como método de caracterizacion funcional, la capacidad de liberacion
de oxigeno de estos sistemas se obtiene una descripcion de su comportamiento
bajo luz constante por 16 horas, comparable con la oxigenacién de hidrogeles sin
recubrimiento, seguida de ciclos cortos de luz/oscuridad de 1 hora y 30 minutos

cada uno, ambos ensayos descritos en los siguientes parrafos.

En la primera condicion experimental mencionada, los resultados obtenidos
evidencian que la incorporacion de la estructura de hoja descelularizada influye de
manera significativa en la dinamica de liberacion de oxigeno del sistema. Si bien los
hidrogeles con microalgas sin estructura alcanzaron valores maximos de oxigeno
en menos tiempo, las muestras integradas en la estructura tipo “tamal oxigénico”
mostraron una mayor capacidad de acumulacion de oxigeno disuelto, alcanzando
valores de saturacion superiores. Este comportamiento sugiere un posible efecto de
confinamiento o retencidn del oxigeno dentro del sistema estructural, con su
liberacion al medio inmediato en menor proporcion con el tiempo, descartando la
posibilidad de un problema de iluminacion directa al utilizar estructuras percibidas

como mayoritariamente traslucidas para el recubrimiento de los hidrogeles.
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La comparacion directa del comportamiento del sistema propuesto bajo condiciones
de luz constante se ve limitada por la escasa disponibilidad de estudios que reporten
estructuras equivalentes. No obstante, el comportamiento de liberacion de oxigeno
observado en los hidrogeles sin recubrimiento es consistente con lo descrito por
Tarsitano et al. y Cui et al., quienes reportan que sistemas basados en Chlorella
vulgaris pueden alcanzar estados de saturacion de oxigeno disuelto en el medio
tras exposicion prolongada a luz constante, dependiendo del sistema de medicion
empleado (Cui et al., 2025; Tarsitano et al., 2025). Sin embargo, a diferencia de lo
reportado por estos autores, en el presente estudio se identificdé un punto de
estabilizacion en valores inferiores al maximo de saturacion del equipo. Posibles
explicaciones para este comportamiento radican en la formacién de microburbujas
observadas en proximidad al sensor de medicion al finalizar el ensayo, lo cual
sugiere una limitacién en la capacidad del medio para mantener el oxigeno en fase
disuelta, asi como en la posibilidad de una baja disponibilidad de diéxido de carbono
en el medio liquido utilizado como interfaz de medicion o en la reduccion de la
actividad fotosintética de las microalgas ante el cambio en el entorno inmediato
causado por rapida acumulacién de oxigeno detectado. En este sentido, la
liberacidn de oxigeno a la fase gaseosa, la baja disponibilidad de recursos disueltos
para la fotosintesis o la reduccion de la eficiencia podrian haber contribuido a una

subestimacion de los valores reales de oxigeno producido por el sistema.

Para la segunda condicidn experimental, las estructuras de “tamal oxigénico”
presentan un incremento en la concentracidon de oxigeno disuelto durante los
periodos de iluminacién y una disminucién en condiciones de oscuridad, lo que
indica que los valores maximos de oxigeno detectados fueron significativamente
inferiores a los observados bajo luz continua. Este ultimo punto puede explicarse a
partir de la cinética de liberacion de oxigeno previamente descrita para los sistemas
recubiertos, en la que la presencia de la estructura descelularizada modula la
difusion del oxigeno hacia el medio. En general, el patrén ciclico identificado es
consistente con la dependencia de la fotosintesis de la energia luminica y respalda
la viabilidad del sistema como plataforma bioactiva, lo que sugiere la predominancia

de los procesos de respiracion celular durante los ciclos de oscuridad.
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Conclusiones

El presente proyecto de investigacion abordd la generacion de plataformas

fotosintéticas basadas en la incorporaciéon de sistemas vegetales, disefiadas como

estrategias para promover la liberacion localizada de oxigeno en ensayos de

medicion in vitro, bajo condiciones controladas. A partir de la metodologia aplicada,

es posible definir las conclusiones enumeradas en los siguientes parrafos.

1.

Los sistemas de cloroplastos presentaron un periodo de estabilidad de 200
minutos, seguido de una disminucion marcada de la pO2. Este comportamiento
coincide con lo reportado en la literatura respecto a la limitada estabilidad

temporal de los cloroplastos aislados y su pérdida progresiva de funcionalidad.

Las condiciones de estabilizacion implementadas permitieron conservar
parcialmente la funcionalidad fotosintética de cloroplastos en suspension,
evidenciada por una pO2 de 33.5%, durante el periodo de estabilidad
identificado. Este resultado no es directamente comparable con los estudios de
referencia debido a las diferencias en las condiciones experimentales y los

indicadores empleados para evaluar la funcionalidad de los cloroplastos.

La integracion del hidrogel con Chlorella vulgaris en la matriz vegetal
descelularizada permiti6 mantener el sistema fotosintético contenido dentro de
la estructura y alcanzar una pO2 maxima detectable del 52.3%. Sin embargo, la
incorporacion de la matriz incrementé aproximadamente 2 horas el tiempo

requerido para alcanzar este valor respecto al hidrogel sin recubrimiento.

Los hallazgos de este estudio demuestran que los andamios fotosintéticos
desarrollados son capaces de generar y mantener una pO, del 52.3% durante
16 horas bajo las condiciones in vitro evaluadas, evidenciando su capacidad de
generacion localizada de oxigeno. No obstante, se requieren estudios
posteriores con células animales para evaluar su efecto sobre sistemas celulares

y determinar su aplicabilidad en estrategias de ingenieria tisular.
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Recomendaciones y proyeccion a futuro

Modificaciéon en la composiciéon de hidrogeles de Chlorella vulgaris. Se
recomienda el desarrollo de hidrogeles funcionales con una estructura central de
mayor durabilidad mecanica, capaces de integrar microalgas junto con otros
agentes con propiedades beneficiosas para la cicatrizacién de heridas, tales como
carragenanos u otros compuestos con capacidad bioactiva. Esta modificacion
responde a las limitaciones observadas en la estabilidad estructural de la plataforma
base del “tamal oxigénico”, particularmente durante su manipulacion y evaluacion
prolongada. En este sentido, la literatura disponible sefiala que la incorporacion de
estos componentes no solo favorece una produccién sostenida de oxigeno por parte
de los sistemas fotosintéticos, sino que también mejora las propiedades
fisicoquimicas del hidrogel. En conjunto, estas caracteristicas contribuyen a generar
un microambiente mas adecuado para la regeneracion tisular (Cui et al., 2025; Wu
et al., 2024; H. Zhang et al., 2026).

Optimizacién del protocolo y de la soluciéon de aislamiento para cloroplastos
de Spinacia oleracea. Se sugiere la implementacion de soluciones de aislamiento
con composiciones optimizadas que incorporen agentes como el cloruro de
manganeso, el buffer de MOPS vy otros compuestos reportados como
estabilizadores del sistema fotosintético (Aoki et al., 2024). Esta recomendacion
surge a partir de la limitada estabilidad observada en los cloroplastos aislados. La
inclusion de estos componentes, asi como el constante trabajo a bajas
temperaturas, podria favorecer la preservacion de la integridad de las membranas
tilacoidales y la actividad de los complejos fotosintéticos, reduciendo el deterioro
funcional posterior a la extraccion mecanica. En consecuencia, esta optimizacién
permitiria incrementar la viabilidad del organelo y mejorar su desempefio en

términos de producciéon de oxigeno (Messant et al., 2023).
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Optimizacién del protocolo y solucion de estabilizacién para cloroplastos.
Como estrategia para prolongar el tiempo de vida funcional de los cloroplastos en
suspension, se recomienda el uso de glutaraldehido al 0,33% (v/v), dado que este
valor ha sido reportado como o6ptimo para reducir la pérdida de funcionalidad
oxigénica (Apostolova et al., 2011). El mecanismo de accion de este agente se basa
en la estabilizacién de estructuras proteicas mediante enlaces cruzados, lo que
contribuye a preservar la integridad del sistema fotosintético. No obstante, debido a
la presencia de grupos aldehidicos residuales potencialmente citotoxicos, se
propone la incorporacion de glicina como agente de neutralizacion, con el fin de
bloquear dichos grupos reactivos (Park, 1970). Esta estrategia permitiria no solo
mejorar la estabilidad estructural de los cloroplastos, sino también aumentar la

biocompatibilidad del sistema, aspecto clave para su futura aplicacion.

Estandarizacién del sistema de medicion de oxigeno utilizado. Se recomienda
la estandarizacion rigurosa de las condiciones de medicidon al utilizar el sistema
PreSens SDR, con el fin de minimizar fuentes de variabilidad experimental. En
particular, se sugiere implementar mecanismos de fijacion que aseguren la
alineacion consistente de la placa lectora y la correcta posicién de los viales durante
todo el ensayo. Asimismo, realizar las mediciones en un entorno con iluminacion
controlada o en sistemas cerrados que eviten la interferencia de la luz ambiental
sobre la sefial Optica del sensor y mantener condiciones de temperatura constantes
mediante el uso de sistemas de incubacidén con regulacion precisa, con el fin de
evitar variaciones que puedan afectar tanto la respuesta del sensor como la
actividad metabodlica de los sistemas fotosintéticos evaluados. Adicionalmente, se
sugiere la incorporacion de un segundo sistema de medicién de oxigeno para la
evaluaciéon de las mismas muestras, con el objetivo de realizar una validacién

cruzada de los datos obtenidos y aumentar la confiabilidad de las mediciones.
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Caracterizacion avanzada de plataformas oxigénicas. Como parte de los
estudios futuros, se plantea ampliar la caracterizacion de los hidrogeles mediante la
evaluacion de su comportamiento en condiciones que simulen de manera mas
realista el entorno de una herida, empleando soluciones de exudado para analizar
su capacidad de absorcion, retencién y estabilidad estructural. Adicionalmente, se
propone realizar un analisis cuantitativo de las propiedades Opticas mediante
mediciones de transparencia con luxdmetros, asi como un seguimiento
colorimétrico prolongado que permita evaluar posibles cambios asociados a
procesos de degradacion, oxidacion o envejecimiento del material. La integracion
de estos estudios aportaria una comprension mas completa del desempeio
funcional de los hidrogeles y fortaleceria su potencial aplicacion como plataformas

biomédicas para la regeneracion tisular y el tratamiento avanzado de heridas.

Evaluacién de plataformas oxigénicas en cultivos celulares in vitro. Como
proyeccion a futuro, se plantea la evaluacién de los hidrogeles desarrollados en
sistemas de cultivo celular in vitro bajo condiciones de hipoxia controlada, con el
objetivo de validar su capacidad de oxigenacion en entornos que simulen
condiciones fisiopatoldgicas reales. Asimismo, se propone la implementacién de
ensayos de migracién celular mediante sistemas Transwell, con el fin de evaluar la
influencia de los hidrogeles y de los factores liberados desde estos sobre el
reclutamiento y la respuesta celular, aportando informacion relevante sobre su
potencial para favorecer procesos asociados a la cicatrizacién y regeneracion de
tejidos. Posteriormente, se sugiere la transicion hacia modelos in vivo, donde se
pueda evaluar de manera integral la eficacia, seguridad y respuesta bioldgica del
sistema en organismos complejos. Este enfoque escalonado resulta fundamental
para establecer el potencial traslacional de estas plataformas dentro del campo de

la biomedicina orientada a la regeneracion tisular.
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Anexos

Anexo 1: Detalles de ensayo de hinchamiento

Tabla 12. Valores registrados durante el ensayo de hinchamiento para hidrogeles con microalgas
Muestras Tiempo (horas) Masa pesada (g) Masa real (g9) Relacion de hinchamiento
0.246 0.059 1.00
0.25 0.289 0.102 1.73
0.5 0.323 0.136 2.31
1 0.351 0.164 2.78
2 0.381 0.194 3.29
3 0.382 0.195 3.31
4 0.384 0.197 3.34
5 0.386 0.199 3.37
Hidrogel 1 6 0.388 0.201 3.41
7 0.388 0.201 3.41
8 0.388 0.201 3.41
24 0.386 0.199 3.37
25 0.386 0.199 3.37
26 0.382 0.195 3.31
27 0.382 0.195 3.31
28 0.382 0.195 3.31
29 0.382 0.195 3.31
30 0.382 0.195 3.31
0 0.351
0 0.404 0.053 1.00
0.25 0.535 0.184 3.47
0.5 0.543 0.192 3.62
1 0.566 0.215 4.06
2 0.595 0.244 4.60
3 0.602 0.251 4.74
4 0.606 0.255 4.81
Hidrogel 2 5 0.606 0.255 4.81
6 0.602 0.251 4.74
7 0.602 0.251 4.74
8 0.602 0.251 4.74
24 0.585 0.234 4.42
25 0.584 0.233 4.40
26 0.584 0.233 4.40
27 0.584 0.233 4.40
28 0.586 0.235 4.43
30 0.586 0.235 4.43
0 0.352
0 0.42 0.068 1.00
0.25 0.537 0.185 2.72
0.5 0.547 0.195 2.87
1 0.569 0.217 3.19
2 0.572 0.22 3.24
3 0.578 0.226 3.32
4 0.579 0.227 3.34
Hidrogel 3 5 0.578 0.226 3.32
6 0.578 0.226 3.32
7 0.577 0.225 3.31
8 0.577 0.225 3.31
24 0.578 0.226 3.32
25 0.578 0.226 3.32
26 0.578 0.226 3.32
27 0.579 0.227 3.34
28 0.578 0.226 3.32
30 0.578 0.226 3.32
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Tabla 13. Valores registrados durante el ensayo de hinchamiento para hidrogeles control

Muestras Tiempo Masa pesada | Masareal (g) | Relaciéon de hinchamiento
(horas) (9)
0 0.904
0 0.952 0.048 1.00
0.25 1 0.096 2.00
0.5 1.045 0.141 2.94
1 1.049 0.145 3.02
2 1.076 0.172 3.58
3 1.076 0.172 3.58
4 1.098 0.194 4.04
5 1.098 0.194 4.04

Hidrogel 1 6 1.098 0.194 4.04
7 1.101 0.197 4.10
8 1.104 0.2 417
24 1.103 0.199 4.15
25 1.103 0.199 4.15
26 1.103 0.199 4.15
27 1.103 0.199 4.15
28 1.103 0.199 4.15
29 1.103 0.199 4.15
30 1.103 0.199 4.15
0 0.352
0 0.42 0.068 1.00
0.25 0.537 0.185 2.72
0.5 0.547 0.195 2.87
1 0.569 0.217 3.19
2 0.572 0.22 3.24
3 0.578 0.226 3.32
4 0.579 0.227 3.34
5 0.578 0.226 3.32

Hidrogel 2 |6 0.578 0.226 3.32
7 0.577 0.225 3.31
8 0.577 0.225 3.31
24 0.578 0.226 3.32
25 0.578 0.226 3.32
26 0.578 0.226 3.32
27 0.579 0.227 3.34
28 0.578 0.226 3.32
29 0.577 0.225 3.31
30 0.577 0.225 3.31
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Figura 34. Registro de dimensiones en muestras previo y posterior al ensayo de hinchamiento

PREVIO A ENSAO DE
HINCHAMIENTO

POSTERIOR A ENSAYO DE
HINCHAMIENTO

Tabla 14. Cambio registrado en las dimensiones de los hidrogeles durante el ensayo de hinchamiento

Estado Largo (mm) Ancho (mm) Espesor (mm)
Previo 16.12 14.47 1.8

Posterior 16.32 15.05 2.44

Aumento 0.2 0.58 0.64

En la figura (Figura 34) y tabla anterior (Tabla 14) se registran los cambios en las

dimensiones de los hidrogeles con microalgas, tras el desarrollo de los ensayos de

hinchamiento. De forma que los hidrogeles presentaron los siguientes aumentos en

su morfologia: el largo aumenté 0.2 mm, su ancho aumenté en 0.58 mm y en

espesor las muestras aumentaron 0.64 mm, tras el desarrollo del ensayo.

158




Anexo 2: Elaboracién de hidrogeles de alginato en hoja descelularizada para
mediciones

Figura 35. Etapas de montaje de muestras de tamal oxigénico para medicion en sistema PreSens.

HIDROGELES

TAMAL OXIGENICO

En la figura se describe el proceso de elaboracién, a pequefa escala (1 cm x 1cm),
de tamales siguiendo: ubicacion de base y biopelicula (Figura 35 — Ay Figura 35 —
B), colocacion de hidrogel sobre hoja descelularizada (Figura 35 — C) y amarre de
tamal siguiendo el anudado tradicional (Figura 35 — D). Ademas, es ilustrado el
montaje de hidrogel y tamal oxigénico en viales de medicion: colocacion de
muestras de hidrogel (Figura 35 — E) y tamal oxigénico (Figura 35 — G) sin obstruir
el sensor inferior de cada vial. Finalmente, se registra el cambio colorimétrico en
muestras posterior a iluminacién por 12 horas, seguido de almacenamiento en
oscuridad por 8 horas para muestras de hidrogel (Figura 35 — F) y muestras de

tamal oxigénico (Figura 35 — H).
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Anexo 3: Detalles respecto al sistema de mediciéon de oxigeno, PreSens SDR.

Figura 36. Diagrama de conexion de sistema de medicion PreSens SDR y método utilizado para mediciones.

DIAGRAMA DE CONEX'IC')N USO DE VIALES PARA
PARA SISTEMA DE MEDICION DE 02 ENSAYOS DE MEDICION DE 02

Para las mediciones desarrolladas con el sistema de mediciéon PreSens SDR
(Sensor Dish Reader) se requiere de la conexion de todas sus partes conforme lo
establece el fabricante: la placa SDR (Figura 36 — A) se conecta al divisor o “splitter”’
(Figura 36 — B) a través del cable SDR — RJ45 (Figura 36 — E). Del “splitter” salen
las conexiones hacia el adaptador de alimentacion (Figura 36 — C) y hacia la
computadora con un cable USB (Figura 36 — D). En la placa SDR se coloca el
cobertor de luz con los viales a utilizar ubicados en cada pocillo y encima de estos
viales se coloca un soporte uniforme, en este caso se utilizé una placa con Wells de
12 pocillos (Figura 36 — E). Durante cada ensayo de medicion, se colocé de forma
inversa, de manera que los viales quedan por debajo de la placa SDR y se requirid
de la aplicacién de iluminacion lateral (Figura 36 — F), adaptando lo indicado por el

ensayo fotosintético de O’leary (O'Leary, 2019).
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    n  t o t a l =    ∑    C e l l s  A + … +     C e l l s  D


  𝑪 𝒐 𝒏 𝒄 𝒆 𝒏 𝒕 𝒓 𝒂 𝒄 𝒊 ó 𝒏 =     n  t o t a l ∗ 10   000  4 ∗  (  1 100 )                                                                                                                                                   ( E c u a c i ó n   1 )


  𝑹 𝒆 𝒍 𝒂 𝒄 𝒊 ó 𝒏   𝒅 𝒆   𝒉 𝒊 𝒏 𝒄 𝒉 𝒂 𝒎 𝒊 𝒆 𝒏 𝒕 𝒐 =         𝒎  𝒉   ( 𝒕 )    𝒎  𝒉 _ 𝒊 𝒏 𝒊 𝒄 𝒊 𝒂 𝒍                                                                                                               ( 𝑬 𝒄 𝒖 𝒂 𝒄 𝒊 ó 𝒏   𝟐 )

