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RESUMEN

La matriz extracelular (MEC) constituye un microambiente dinamico y complejo
encargada de brindar soporte, sefales bioquimicas y mecanicas a las células, en
donde estas sefales, se ven involucradas en distintas respuestas celulares como
por ejemplo adhesion, proliferacion y migracion celular. Este trabajo se centra en
el estudio de la mecanica que ocurre a nivel celular, en donde las células reciben
estimulos de parte del sustrato y las convierte en respuestas bioldgicas. Para ello,
Para ello, se emplearan sustratos de distinta rigidez que simulen un tejido en
particular con el uso de geles de poliacrilamida, al igual que sustratos provenientes
de matriz extracelular descelularizada de cerebro, o que asemeja mas el
ambiente real de las células. Ademas, se aplicara herramientas computacionales
para realizar la técnica de microscopia de fuerza de traccidén, que nos ayudara a
cuantificar estas fuerzas generadas, analizando asi la influencia que tiene el

sustrato en la respuesta celular.

Palabras clave: matriz extracelular (MEC), mecanotransduccion, biomecanica celular, patologias,

cerebro, hidrogel, gel de poliacrilamida, microscopia de fuerza de traccién (TFM).
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ABSTRACT

The extracellular matrix (ECM) constitutes a dynamic and complex
microenvironment responsible for providing support and biochemical and
mechanical signals to cells. These signals are involved in various cellular
responses such as cell adhesion, proliferation, and migration. This work focuses
on the study of the mechanics that occur at the cellular level, where cells receive
stimuli from the substrate and convert them into biological responses. To this end,
substrates of varying stiffness will be used to simulate a specific tissue using
polyacrylamide gels, as well as substrates from decellularized brain extracellular
matrix, which more closely resembles the actual environment of cells. In addition,
computational tools were applied to perform traction force microscopy, which will
help us quantify these generated forces, thereby analyzing the influence of the

substrate on the cellular response.

Keywords: extracellular matrix (ECM), mechanotransduction, cell biomechanics, pathologies,

brain, hidrogel, polyacrylamide gel, traction force microscopy (TFM)
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Introduccioén

La mecanobiologia es un campo encargado de estudiar como las propiedades
fisicas y bioquimicas del microambiente celular juegan un papel en el

comportamiento celular.

En la actualidad, se pueden utilizar geles de distinto origen, siendo tanto de origen
biolégico como de origen sintético. Estos geles, independientemente de su origen,
son necesarios para realizar estudios de la mecanica celular y deben cumplir la
caracteristica principal de imitar, lo mas posible, el microambiente celular. Los
geles de origen biolégico mantienen una composicién quimica muy cercana a la
matriz de un tejido, pero carece de la capacidad de ajustar sus propiedades
mecanicas. En cambio, los geles de origen sintético nos permiten realizar ajustes
en las propiedades mecanicas, pero carece de la composicién quimica esencial

en la matriz requiriendo una funcionalizacion quimica del mismo.

En este trabajo, nos enfocaremos primero, en la descelularizacién de matriz
extracelular de cerebro porcino para obtener un hidrogel a partir de esta materia
prima, seguido de la generacion de geles sintéticos de rigidez variada basada en
gel de poliacrilamida, o que nos puede ayudar a comprender diversos
comportamientos mecanicos que ocurren a nivel celular dependiendo del sustrato
utilizado. Ademas de esto, integramos el uso de herramientas computacionales
que son utilizadas para la cuantificacion de las fuerzas de traccion generadas por

las células dependiendo del sustrato en el que estan adheridas.

En el Capitulo | correspondiente al planteamiento del problema, se presenta la
problematica de estimulos mecanicos aberrantes que provienen del
microambiente celular y como las células pueden responder a ellas con un

comportamiento igual de aberrante.



En el Capitulo Il correspondiente al marco teorico, se presenta la base conceptual
de esta investigacion abordando los fundamentos que estan detras de la

biomecanica celular.

En el Capitulo Ill, correspondiente al marco metodoldgico, se describe el disefio
de investigacion, procedimientos y técnicas utilizadas para realizar la

investigacion.

En el Capitulo 1V, correspondiente al analisis de los resultados, se presenta los

resultados obtenidos y la discusion de estos.



CAPITULO |



CAPITULO I: ASPECTOS GENERALES DE LA INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema
La matriz extracelular es una red tridimensional compleja y dinamica que esta

compuesta de macromoléculas que proporciona un soporte tanto estructural como
bioquimico a las células, modulando diversos procesos celulares que son
especificos por tejido (Z. Chen et al., 2024; Dalton & Lemmon, 2021; Frantz et al.,
2010; Hay, 1981; Lehoux et al., 2006; Macri-Pellizzeri et al., 2018; B. Sun, 2021;
Yue, 2014).

La mecanobiologia es un campo de investigacion enfocada en el estudio de como
las células son capaces de detectar y de responder a estimulos o sefales
mecanicas provenientes del microambiente externo por medio del proceso
denominado mecanotransduccioén, fundamental en el analisis de como las células
y tejidos toman forma durante el desarrollo y la enfermedad (Mechanobiology
Institute, 2023; Nelson et al., 2024).

A través de complejas vias de deteccion mecanica que involucran integrinas,
quinasas de adhesion focal, vias de sefalizacion celular RhoA/ROCK y cascadas
de sefializacién YAP/TAZ, las células son capaces de regular diversas funciones
esenciales. Un ejemplo clave lo realizé el trabajo de Engler et al., en el cual
evidenciaron que la rigidez del sustrato puede dirigir la diferenciacién de células
madre mesenquimales en linajes celulares neuronales, musculares u

osteogénicos dependiendo de la rigidez del sustrato (Engler et al., 2006).

Para estudiar las interacciones que ocurren a nivel celular, se emplean
biomateriales capaces de imitar propiedades mecanicas y bioquimicas de los
ambientes nativos, a nivel celular. Pueden ser de origen sintético, como geles de
poliacrilamida o de origen bioldégico como matriz extracelular descelularizado de
una variedad de 6rganos y tejidos del cuerpo. Los biomateriales de origen sintético

ofrecen buen control en las propiedades mecanicas, pero tiene baja
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biocompatibilidad (Tibbitt & Anseth, 2009), por otro lado, las de origen bioldgico
conservan la arquitectura y composicion bioquimica de los tejidos originales, pero
son mas limitados en cuanto al control de su propiedad mecanica (Crapo et al.,
2011; Mangani et al., 2025).

Por ejemplo, sustratos sintéticos basados en gel de poliacrilamida han permitido
estudiar como diferentes células tisulares responden a la variacion de la mecanica
del sustrato (Discher et al., 2005). Estudios in vitro, han indicado que la elasticidad
afecta la adhesion, la organizacion del citoesqueleto y la diferenciacion, con
implicaciones para la regeneracion tisular y la administracién de farmacos
(Rehfeldt et al., 2007).

Paralelamente, se han utilizado diversos andamios bioldgicos tridimensionales
derivados de tejidos descelularizados y dérganos completos para reparar o
reemplazar tejido dérmico, valvulas cardiacas y estructuras vasculares, entre
otros. Destaca el trabajo de Ott et al., donde fabricaron con éxito un andamio de
matriz extracelular (MEC) derivada de corazon de rata cadavérica mediante un
proceso de descelularizacion por perfusidon, permitiendo la preservacién de la
arquitectura organica y los componentes funcionales (Ott et al., 2008). Poco
después, se ampliaron diversas metodologias similares en la bioingenieria de
pulmones, higados y rifilones, demostrando resultados funcionales prometedores,
como el intercambio de gases en los pulmones y la actividad metabdlica en los
andamios hepaticos (Tapias & Ott, 2014). Los andamios de matriz extracelular
descelularizada se han convertido en biomateriales versatiles, capaces de
procesarse en biotintas para aplicaciones de bioimpresion 3D. Por ejemplo, (Jang
et al.,, 2017) emplearon bio-tintas derivadas de dECM cardiaco para mejorar la

reparacion del tejido cardiaco (Jang et al., 2017).

Un enfoque complementario involucra el uso de la técnica de microscopia de

fuerza de traccion, que permite estudiar y cuantificar las fuerzas de traccidon que
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ocurre a nivel celular, la cual ha sido aplicada en estudios de migracion colectiva,
invasion tumoral, morfogénesis y contractilidad celular (Y. Huang et al., 2019;
Joshi et al., 2022; Lekka et al., 2021; Trepat et al., 2009).

El remodelado de la matriz extracelular (ECM) es un proceso fundamental para el
desarrollo, la cicatrizacion de tejidos y el mantenimiento de la homeostasis
organica. Sin embargo, su desregulacion conduce a numerosas enfermedades
cronicas, como el cancer, fibrosis, enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas, entre otras, que afectan a millones de personas vy
representan importantes cargas socioeconomicas, ademas representan causas

principales de discapacidad y de mortalidad a nivel global (Cox & Erler, 2011).

La malignidad y la progresion metastasica de muchos canceres estan fuertemente
influenciadas por la remodelacion aberrante de la ECM, la cual causa mas del

90% de las muertes relacionadas con el cancer (Cox & Erler, 2011).

La matriz extracelular descelularizada ha demostrado aplicaciones exitosas en
organos como el intestino delgado, corazoén, higado y rindn (Crapo et al., 2011;
Gilpin & Yang, 2017; Golebiowska et al., 2024; Saldin et al., 2017), sin embargo,
el uso de matriz extracelular descelularizada de cerebro para estudios especificos
de cerebro, es menos frecuente dado lo complejo y delicado del sistema nervioso
central (SNC) y sus propiedades unicas, limitando el desarrollo de biomateriales
optimizados para aplicaciones de estudios neuroregenerativas (Crapo et al., 2012;
Mahdian et al., 2023; Reginensi et al., 2025; Simsa et al., 2021; Turan Sorhun et
al., 2023).

1.1.1 Problema de la investigacion

e Pregunta de investigacion

La matriz extracelular (MEC) es una red dinamica en el cual el proporciona a las

células un microambiente adecuado para cumplir sus funciones regulares, esta
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involucrado en procesos clave como la adhesion, migracion, proliferacion vy
diferenciacion celular, las cuales se ven influenciadas por los componentes
bioquimicos y propiedades mecanicas de la matriz extracelular especifico por
tejido. Esto sucede debido a que la matriz extracelular les envia a las células un
estimulo mecanico, que es recibida por las células y responden a ella por medio
de una respuesta bioldgica. A pesar de ello, cuando se presenta una alteracion en
las propiedades mecanicas de la matriz, principalmente su rigidez, las células
responden a estas alteraciones también con un comportamiento alterno, o sea, no
el comportamiento habitual. Esta respuesta a esta alteracion esta asociada al
desarrollo y progresion de patologias, los cuales afectan la calidad de vida y
suponen una carga significativa en el sistema de salud, de manera econémica y
en su entorno familiar/social. Aunque haya habido avances en la medicina
regenerativa y en el disefio de biomateriales, aun existe una brecha en la
comprension de la respuesta mecanica y funcional de las células con respecto al
sustrato en el que se encuentra adherido, ya sea de origen sintético u origen
biolégico. Aunque se reconozca que la rigidez de la matriz extracelular influye en
el destino celular, aun se debe realizar investigaciones a profundidad de estas
interacciones celulares dependiendo del sustrato utilizado y, cuantificar las fuerzas
generadas por las células dependiendo del sustrato. Esto nos ayudaria a disenar
soluciones en un futuro en el campo de la ingenieria tisular y de medicina
regenerativa. Sabiendo esto, nos planteamos la siguiente pregunta: ¢ Cual es el
efecto de la variacion en la rigidez de sustratos de origen sintético y de origen

bioldgico en la respuesta celular?

1.2 Justificacion

El rol de un ingeniero biomédico ha cambiado significativamente a través de los
afnos, durante las décadas de 1950 y 1960, se centrd en el disefio y desarrollo de
dispositivos a incluir hoy un espectro mas amplio de actividades (Bronzino, 2005),

en donde combina ciencias fisicas, biolégicas y matematicas con tecnologias
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avanzadas (informatica, robotica, materiales, Optica, imagenes, energia) para
desarrollar soluciones médicas costo-efectivas (Ibrahim et al., 2024).

Teniendo este contexto, este trabajo se enfoca en la comprension de las
interacciones que ocurren entre las células y su entorno extracelular y como es
capaz de detectar los estimulos generados por la matriz y generar una respuesta.
Por medio del analisis de las fuerzas celulares utilizando herramientas
computacionales y sustratos de distinta rigidez, tanto de origen animal como de
origen sintético, son piezas clave para comprender como las células responden a
los estimulos mecanicas generados en la matriz extracelular. Comprender estas
interacciones nos permite no solo comprender lo que ocurre a nivel celular como
aporte de valor académico, sino que también nos permitira realizar aplicaciones
en el campo de ingenieria tisular y regenerativa, con el disefio de nuevas terapias,

biomateriales y andamios que puedan contrarrestar dichas alteraciones.

Para esto, nuestra investigacién abordara este tema utilizando dos enfoques. Por
una parte, se preparan sustratos basados en gel de poliacrilamida e hidrogel
basada en matriz extracelular descelularizada de cerebro porcino. Mientras que,
por otro lado, se recurre a un enfoque in silico mediante herramientas
computacionales de microscopia de fuerza de traccion (TFM), aprovechando
imagenes y codigos abiertos provenientes de literatura cientifica, que nos permite
avanzar en el analisis de fuerzas celulares en un entorno bajo costo y accesible.
Con este trabajo se busca establecer una base de estudios relacionados a la
mecanotransduccion con el uso de sustratos ya estandarizados en literatura
cientifica como, geles de poliacrilamida, y el uso de matrices extracelulares origen
animal y la cuantificacion de las fuerzas generadas en ella integrando la técnica

de microscopia de fuerza de traccién (TFM).

1.3 Hipotesis
H1: Los analisis experimentales e in silico de la matriz extracelular cerebral y de

sustratos sintéticos permiten validar que las propiedades mecanicas del
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microambiente influyen en la respuesta celular de manera diferenciada segun el
tipo de sustrato.

Ho: Los analisis experimentales e in silico de la matriz extracelular cerebral y de
sustratos sintéticos no evidencian diferencias en la respuesta celular relacionadas

con las propiedades mecanicas del sustrato.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general:

Evaluar metodologias experimentales y computacionales para el estudio de la

interaccion célula—matriz extracelular.

1.4.2 Objetivos especificos:
e Obtener matriz extracelular descelularizada, como estrategia in vitro para

modelar ecosistemas extracelulares.

e Establecer la fabricacién de sustratos de poliacrilamida para el analisis de
la distribucion de fuerzas celulares mediante microscopia de fuerza de

traccion in silico, aplicando distintas herramientas computacionales.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Matriz Extracelular (MEC)
Las células residen en un ambiente complejo y altamente organizado denominado

matriz extracelular (Handorf et al., 2015). La matriz extracelular (MEC) es una red
tridimensional dinamica que rodea las células en todos los tejidos del cuerpo
(Frantz et al., 2010; Hay, 1981; Lehoux et al., 2006; Macri-Pellizzeri et al., 2018),
la cual no solo proporciona un soporte fisico para las células, sino que también
genera sefiales bioquimicas y estimulos mecanicos importantes involucrados en
distintas funciones biolégicas tales como: morfogénesis, diferenciacion,
homeostasis, adhesion, migracioén y proliferacion celular (Dalton & Lemmon, 2021;
Frantz et al., 2010; B. Sun, 2021; Yue, 2014).

2.1 Componentes de la Matriz Extracelular (MEC)

La matriz extracelular (MEC) esta compuesta principalmente de proteinas
estructurales (colageno y elastina), glicoproteinas (laminina y fibronectina),
proteoglicanos (PGs) y glicosaminoglicanos (GAGs) (Frantz et al., 2010; Hay,
1981; Lacueva-Aparicio et al., 2022; Lu et al., 2012; Ozbek et al., 2010) Figura 1.
La matriz extracelular puede variar en composicién y concentracion, teniendo

diferentes propiedades de la matriz extracelular por tejido (Watt & Huck, 2013).

El colageno constituye aproximadamente el 25% - 30% de la masa proteica total
humana (Frantz et al., 2010; B. Sun, 2021), esta involucrada en procesos como la
regulacion de la adhesion celular, el apoyo a la migracion celular y la guia del
desarrollo tisular (Heino, 2007; Zhou et al., 2024).

Por otro lado, la elastina, otorga la capacidad de estiramiento y retraccion a los

tejidos que se someten a tensién repetida (Frantz et al., 2010). Esta proteina forma

fibras elasticas que se unen firmemente a las fibrillas de colageno, lo que ayuda a
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los tejidos a recuperar su forma original después de la compresion o el
estiramiento (B. Sun, 2021).

Glicoproteinas como la fibronectina (FN), tienen la capacidad de unirse al
colageno y juega un papel importante en la regulacion de adhesién, migracién y
diferenciacion celular, ademas de mediar las interacciones entre célula-matriz
(Anderson et al., 2010; Mayer et al., 2013). En cambio, la laminina (LN), interactua
con receptores anclados en la membrana plasmatica de las células adyacentes a
ellas, regulando actividades celulares y vias de sefalizaciéon (Aumailley, 2013)
tales como la adhesién, migracion, diferenciacion y proliferacion celular (Hamill et
al., 2009).

Los proteoglicanos (PGs), son macromoléculas que contribuyen a la hidratacion y
al volumen del tejido (Frantz et al., 2010), mientras que los glicosaminoglicanos
(GAGs) provee sehnales bioquimicas que regula las funciones celulares y la

organizacion de la matriz extracelular en si (Lacueva-Aparicio et al., 2022).
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Figura 1. Componentes de la Matriz Extracelular

by,
y
Matriz
Extracelular
— CL L o0
Membrana et Loo000000® | I 0600044,
Basal ee00®
— no"'“
Citoesqueleto
& 3 3 e
Proteoglicano ~swmmi-— Fibronectina \ Colageno \,& Laminina f Integrina """ Microfilamento
e

Creado en Biorender. Galarza, A. (2025)

Fuente: Adaptado de Dzobo & Dandara, 2023

2.1.1 Propiedades mecanicas v bioquimicas de la matriz extracelular

La matriz extracelular ademas de funcionar como un soporte estructural también
contiene propiedades bioquimicas y fisicas que regulan las funciones celulares,
tales como supervivencia, proliferacion, morfogénesis y diferenciacion celular
(Hoshiba et al., 2010) Figura 2.

Las propiedades bioquimicas de la matriz extracelular permiten a las células
sensar e interactuar con ella, por medio de vias de transduccion de senales,
proporcionadas por los componentes de la matriz extracelular tales como la
fibronectina, integrina y factores de crecimiento (Yue, 2014). Las propiedades
bioquimicas de la matriz extracelular regulan diversos comportamientos celulares,
como determinacion del destino celular, diferenciacion y funcién tisular (Lu et al.,
2012).
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Las propiedades mecanicas de la matriz extracelular se refieren a diversos
aspectos, tales como: rigidez, porosidad, densidad, topografia, entre otras
caracteristicas que proporciona sefales fisicas a las células. Ademas, estas
propiedades actuan como un andamio que sirve de apoyo a la arquitectura tisular
y mantiene su integridad (Lu et al., 2011, 2012; Yue, 2014). Las propiedades
mecanicas dependen principalmente de su arquitectura y la cinematica de las
fibras de colageno (Badylak, 2007).

Figura 2. Composicion de la Matriz Extracelular y las Sefiales Bioquimicas y
Propiedades Mecanicas que afecta Comportamientos Celulares
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La interaccion entre células y la matriz extracelular es inherentemente reciproca.
Por un lado, las células remodelan constantemente los componentes de la matriz
extracelular para modificar una o0 mas propiedades de esta. Por otro lado, la matriz
extracelular regula diversos comportamientos celulares, cualquier cambio en su

dinamica como resultado de las actividades celulares influira a su vez en las
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células adyacentes y modificara su comportamiento. Este mecanismo de
regulacion bidireccional entre las células y la matriz extracelular permite que las

células y los tejidos se adapten rapidamente a su entorno (Lu et al., 2012).

2.2.1 Mecanotransduccion Celular: De fuerza mecanica a respuesta biolégica

Entender como las sefiales mecanicas influyen en las respuestas celulares
requiere de métodos para medir las fuerzas generadas por las células mientras se
modula su entorno mecanico. Las fuerzas entre las células y su entorno se
transmiten a través de las adhesiones célula-matriz extracelular y célula-célula.
Estas fuerzas pueden ser generadas externamente y aplicadas a las células, o
bien ser originadas por las propias células y transmitidas a la matriz extracelular
(Ribeiro et al., 2016).

Las células poseen la capacidad de sensar estimulos mecanicos y convertirlas en
respuestas bioquimicos que inducen un comportamiento celular, proceso
conocido como mecanotransduccion (Bajpai et al., 2021; Cao et al.,, 2024;
Hoffman et al., 2011; Jaalouk & Lammerding, 2009; Marjoram et al., 2014; Moreno-
Flores, 2020; Vogel & Sheetz, 2006). Esta respuesta celular puede ser fisioldgica
o de movimiento y puede ser tanto estimulos provenientes de la matriz extracelular
como de interacciones con otras células (H. Huang et al., 2004; Moreno-Flores,
2020; Vogel & Sheetz, 2006) Figura 3.

Segun Hoffman et al. (2011), el proceso de mecanotransduccion se puede dividir

en 3 pasos: mecanotransmisién, mecanosensacion y mecanorespuesta.
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Figura 3. Proceso de Mecanotransduccion
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Se sugiere que la mecanotransduccién ocurre a través de distintas escalas
biolégicas. A nivel corporal, fuerzas mecanicas como la fuerza de gravedad e
inducidas por realizar actividades fisicas, modulan la homeostasis sistematica. A
nivel tisular, la mecanotransduccion juega un rol en el desarrollo y funcionabilidad
de los organos. A nivel celular, existen diversos procesos celulares que son
regulados por estimulos mecanicos y se traducen en proliferacién, diferenciacion,
migracion y apoptosis celular. Y finalmente, a nivel nuclear, el nucleo detecta y
responde a las fuerzas mecanicas transmitidas por el citoesqueleto (Cao et al.,
2024; Lu et al., 2011).

Como se ilustra en la Figura 4, se muestra el proceso de mecanotransduccion que

ocurre en los tendones en respuesta a la carga mecanica. Por ejemplo, cuando

se esta practicando un deporte, la MEC experimenta una propagaciéon de estrés
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desde el nivel macro (6rgano) y a nivel micro (celular) en respuesta a las fuerzas
de reaccion del suelo al correr. Esta sefial mecanica es convertida en sefales
bioquimicas dentro de los tenocitos a través de las interacciones entre la matriz y
la célula, por lo tanto, se incrementan la sintesis de componentes de la matriz
extracelular, obteniendo una funcion del tendon sostenida para soportar cargas
mecanicas futuras, contribuyendo a la homeostasis y prevencién de lesiones
(Stanczak, 2024). Sin embargo, una carga excesiva o insuficiente y su repeticiéon
continua pueden desencadenar respuestas catabdlicas que conducen a
patologias tendinosas (Gehwolf et al., 2025).

Figura 4. Mecanotransduccion desde la Fuerza Externa a Nivel Celular
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La mecanotransduccion celular inicia por medio del citoesqueleto de actina, que
es una red dinamica de fibras proteicas que se encuentran dentro de las células,
que mantienen la forma de la célula y ayudan a mantener su estabilidad mecanica.
Ademas de esto, el citoesqueleto actua como un transductor interno de sefales,

regulando procesos celulares como, movimiento, crecimiento y diferenciacién
celular (Handorf et al., 2015).
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La rigidez de la matriz extracelular afecta directamente la organizacion y
contractilidad del citoesqueleto de actina, permitiendo que la célula responda en
algun comportamiento, ya sea adhesion, migracion, division y maduracion celular,
en funcién de las propiedades mecanicas de su entorno (Handorf et al., 2015).
Esta respuesta se genera por accion de las integrinas, que son receptores
transmembranales especificos que conectan el microambiente externo al
citoesqueleto de actina dentro de la célula. Una vez que las integrinas se unen a
sus ligandos en la matriz extracelular (MEC), se agrupan y reclutan proteinas
adaptadoras como la quinasa de adhesion focal (FAK), la vinculina y la talina para
formar estructuras llamadas adhesiones focales, los cuales actuan como puntos
de anclaje cruciales donde los filamentos de actina se unen y se organizan en
paquetes llamados fibras de estrés (Aina Albajar Sigalés, 2021; Giordano, 2023;
Handorf et al., 2015). Estas fibras generan fuerzas contractiles y de tension dentro
de la célula, lo que le permite interactuar fisicamente con su entorno. Ademas de
la unién mecanica, las adhesiones focales desencadenan diversas cascadas de
sefalizacion que regulan actividades celulares fundamentales (Handorf et al.,
2015).

El citoesqueleto se conecta mecanicamente con el nucleo mediante el complejo
LINC, constituyendo un sistema integrado que transmite fuerzas de la membrana
celular al nucleo. Esta conexion rapida y eficiente hace que al nucleo le afecten
tanto fuerzas externas como internas generadas por la contraccién celular (Aina
Albajar Sigalés, 2021). Dentro del nucleo, la mecanotransduccién modifica la
estructura y funcion molecular, regulando procesos celulares cruciales como
proliferacion, diferenciacién, migracion y apoptosis. La disfuncion en este
mecanismo esta relacionada con enfermedades como fibrosis, cancer y trastornos

vasculares (Jaalouk & Lammerding, 2009).

Cuando ocurre un cambio en la rigidez de la matriz extracelular, se activan los

receptores de integrinas en la superficie celular. En el lado intracelular de la
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membrana plasmatica, proteinas adaptadoras, proteinas unidas a la actina y
quinasas, se reclutan para formar el complejo de adhesiones focales, que conecta

mecanicamente la matriz extracelular con el citoesqueleto de actina.

La via de sefializacion RhoA/ROCK regula la contractilidad de las fibras acto-
miosina, generando tension mecanica dentro de la célula y facilitando la
translocaciéon nuclear de factores de transcripcion mecanosensibles como
YAP/TAZ, que modulan la expresion génica para inducir respuestas adaptativas a
estimulos mecanicos (Handorf et al., 2015; Macri-Pellizzeri et al., 2018). La via de
sefalizacion YAP y TAZ son relevos nucleares de sefiales mecanicas ejercidas
por la rigidez de la MEC y la forma celular (Dupont et al., 2011) y sirven como
coactivadores transcripcionales que integran sefales mecanicas de la matriz
extracelular, como la rigidez y la tensiéon de cizallamiento del fluido, con
modificaciones epigenéticas para impulsar procesos oncogénicos (T. Liu et al.,
2025). Esta via regula diversas funciones bioldgicas, incluyendo proliferacion,
metastasis, evasidén inmunitaria, autofagia y metabolismo (T. Liu et al., 2025).
Ademas, la proteina Lamin-A, ubicada en la cara interna de la envoltura nuclear,
interactua con proteinas del complejo LINC, que conecta mecanicamente el
citoesqueleto con el nucleo, y también con el ADN (Macri-Pellizzeri et al., 2018)

Figura 5.
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Figura 5. Mecanotransduccion y la Respuesta Adaptativa Celular
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La desregulacion de la senalizaciéon YAP/TAZ contribuye a diversas patologias,
incluido el cancer, donde “la activacion de YAP/TAZ conduce a la metastasis del
cancer”, asi como a la fibrosis tisular y las afecciones degenerativas (Chang et al.,
2020).

2.2.3 Propiedades Mecanicas a Nivel Celular

La rigidez de un material se define como el grado en que un material se resiste a
la deformacién en respuesta a una fuerza aplicada, indicando si un material es
flexible (blando) o rigido (duro). En biologia, la rigidez medida — expresada en
Pascales (N/m?) — ha sido utilizado para representar colectivamente las
propiedades mecanicas de un sustrato biolégico (Barber-Pérez, 2019; Handorf et
al., 2015; Kolb et al., 2021; Moeendarbary & Harris, 2014; Petzold & Gentleman,
2021; Tse & Engler, 2010).
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Esta caracteristica se cuantifica mediante el médulo de elasticidad de Young (E),
el cual expresa la relacion entre la tension aplicada y la deformacion resultante
dentro del régimen elastico del material. Es caracteristico de la matriz extracelular
y a nivel celular, ya que regula procesos como la proliferacion, diferenciacion y
migracion celular, contribuyendo a la homeostasis tisular y a la configuracion del
microambiente celular (Tse & Engler, 2010).

Cuando se aplica una fuerza a un material, se genera en él una tension, que indica
la magnitud de la fuerza aplicada a un objeto, normalizada al area sobre la que se
aplica la fuerza (Vining & Mooney, 2017). La respuesta del material a dicha tension
se denomina deformacion, medida como el cambio relativo en la longitud o forma
del objeto. La relacion entre estas depende de las propiedades especificas del
material, como la matriz extracelular en tejidos bioldgicos (Vining & Mooney,
2017).

Los tejidos formados por células y matrices extracelulares combinan propiedades
mecanicas de solidos y liquidos, denominado como viscoelasticos. Los materiales
viscoelasticos presentan relajacién de la tension (disminucion de la tension a lo
largo del tiempo para mantener un nivel constante de deformacion) y fluencia
(aumento de la deformacién a lo largo del tiempo en respuesta a una tension
constante) (Courbot & Elosegui-Artola, 2025; Mierke, 2022; Vining & Mooney,
2017). Por ello, una matriz mas rigida requerira mayores fuerzas para deformar la
red, mientras que una matriz mas blanda puede deformarse con fuerzas menores.
La rigidez de las matrices suele determinarse bajo el supuesto de un
comportamiento elastico lineal, lo que la convierte en sindbnimo de elasticidad
(Vining & Mooney, 2017).

2.2.4 Rigidez de los Tejidos
La composicion, estructura y propiedades mecanicas de la MEC varia segun cada

tejido y 6rgano especifico del cuerpo (Hoshiba et al., 2010; Watt & Huck, 2013).
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La rigidez es especifica por tejido y responde a sus requerimientos funcionales
(Barber-Pérez, 2019; Butcher et al., 2009; Hoshiba et al., 2010; Macri-Pellizzeri et
al., 2018; Watt & Huck, 2013) Figura 6.

Por ejemplo, el cerebro es uno de los 6rganos mas blandos del cuerpo, con una
rigidez de 0.1 kPa a 1 kPa (Engler et al., 2006; Flanagan et al., 2002; Macri-
Pellizzeri et al., 2018; Tse & Engler, 2010), lo cual esta relacionado con su bajo
contenido de colageno fibroso | y su alto contenido lipidico (Axpe et al., 2020;
Simsa et al., 2021). A contrario del hueso, presenta una rigidez mayor de 100 kPa
(Zioupos & Currey, 1998), debido a que esta enriquecido de compuestos de
fosfato de calcio como hidroxiapatita y colagenos fibrilares, lo cual le confiere la
propiedad de resistencia y resiliencia a la fractura y la compresion (Macri-Pellizzeri
et al., 2018).

Figura 6. Propiedad Mecénica de Los Tejidos y Organos del Cuerpo
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2.3.3 Alteraciones en la MEC vy su Relacion con Condiciones Patoldgicas

Una desregulacion en la rigidez de la MEC se asocia al desarrollo de ciertas
condiciones patoldgicas, resultando en un comportamiento celular aberrante lo
cual puede exacerbar el estado de la enfermedad (Lampi & Reinhart-King, 2018;
Macri-Pellizzeri et al., 2018). Se han identificado diversas patologias causadas por
el aumento de la rigidez, incluyendo cancer, envejecimiento, diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades cerebrales, fibrosis, distrofias
musculares, problemas en la cicatrizacion de heridas, entre otros (Barber-Pérez,
2019; Butcher et al., 2009; Guimaraes et al., 2020; Handorf et al., 2015).

e Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, y en 2020
causo casi 10 millones de muertes (Ferlay et al., 2021). Se ha demostrado que el
microambiente biomecanico en tumores difiere del tejido circundante, ya que,
durante el desarrollo del cancer, las células cancerigenas se proliferan de manera
excesiva lo cual altera las propiedades mecanicas del microambiente incluyendo,
tensidon sdlida, aumento de la rigidez de la matriz extracelular y una presion
anormal del liquido intersticial Figura 7. La creciente acumulacién de ECM cambia
la densidad del tejido, lo que eventualmente conduce a un cambio gradual en la
rigidez del tejido (Barber-Pérez, 2019; Tian et al., 2021).

Por ejemplo, el tejido mamario sano presenta una rigidez aproximada de 0.2 kPa,
mientras que su rigidez aumenta a 4 kPa en condiciones cancerigenas (Q. Lin et
al., 2017; Macri-Pellizzeri et al., 2018) manera similar, un tejido hepatico normal
tiene una rigidez que oscila entre 4 kPa a 10 kPa, pero en condiciones

cancerigenas aumenta su rigidez aumenta a 20 kPa a 50 kPa (Tian et al., 2021).
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Figura 7.Alteracion en la Composicion de la MEC en Cancer
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e Envejecimiento

El envejecimiento representa un deterioro celular fisioldgico permanente y
gradual, que incluye la degradacion bioldégica, como el dafio del ADN, la
disminucidn de la replicacion celular y la acumulacion de dafio metabdlico, asi
como el deterioro de las propiedades mecanicas de la célula y la matriz
extracelular (ECM) que la acompanfa. Esta desregulacién mecanobiolégica afecta
en gran medida las funciones de los sistemas cardiovascular, musculoesquelético,
cutaneo e inmunitario, y se refleja en un mayor riesgo de padecer numerosas

enfermedades (Bajpai et al., 2021).
La hipertensién afecta a mas de mil millones de personas en todo el mundo y se

caracteriza con alteraciones funcionales y estructurales de arterias y arterioles,

donde se produce un incremento en la rigidez vascular, debido a una acumulacién
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de colageno (Arshad Muhammad Igbal & Syed F. Jamal, 2023; Hoffman et al.,
2011; Lehoux et al., 2006).

El envejecimiento y la hipertension estan intimamente relacionados con la
remodelacion y rigidez de la matriz extracelular. En la Figura 8, observamos que
en condiciones de normales y juventud, la MEC conserva una composicion
equilibrada de colageno, elastina, fibronectina y proteoglicanos, o que mantiene
la organizacion celular y la integridad de los vasos sanguineos. Durante el
envejecimiento, se presenta un aumento del colageno y una disminucién de fibras
elasticas, junto con activacibn de metaloproteinasas, resultando en un
endurecimiento arterial progresivo. La hipertension acelera esta remodelacion
senescente y promueve fibrosis, intensificando la rigidez vascular y favoreciendo
el dafno tisular. La rigidez arterial es tanto un marcador como un mecanismo
comun de estas condiciones, que retroalimentan el deterioro vascular y aumentan
el riesgo cardiovascular (Arshad Muhammad Igbal & Syed F. Jamal, 2023; Harvey
et al., 2015).
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Figura 8. Cambios en la MEC asociado con el Envejecimiento y la Condicion de
Hipertension
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e Enfermedades Cerebrales
El sistema nervioso central (SNC) tiene una capacidad regenerativa limitada, ya

que las neuronas poseen una capacidad minima para proliferar o regenerar
axones tras una lesion o neurodegeneracion. Afecciones neurolégicas como el
traumatismo craneoencefalico (TCE), el ictus, la esclerosis multiple, el Alzheimer
y el Parkinson desencadenan cascadas que conducen a la degeneracion neuronal
secundaria y la muerte (H. Li et al., 2023; Politron-Zepeda et al., 2024; Soles et
al., 2023). Las alteraciones en la matriz extracelular del cerebro son un hilo
conductor comun entre diversos trastornos neuroldgicos, incluidas enfermedades
neurodegenerativas, afecciones psiquiatricas y tumores cerebrales como el
glioblastoma multiforme (GBM) (Bergs et al., 2024; Khoonkari et al., 2022; H. Li et
al., 2023; Politron-Zepeda et al., 2024; Soles et al., 2023). El GBM se caracteriza
por una profunda remodelacion de la matriz extracelular (ECM) dentro del

34



microambiente tumoral, lo que impulsa la progresién e invasién tumoral. Los
cambios en la ECM en el GBM provocan una mayor rigidez tisular debido a la
mayor expresion de proteinas fibrosas, la reorganizacion de la microarquitectura
y la presencia de espacios confinados que facilitan la migracién de células

tumorales (Khoonkari et al., 2022) Figura 9.

Figura 9. MEC Cerebral con Glioblastoma
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2.4 Matriz Extracelular Descelularizada (dECM)
El uso de matriz extracelular descelularizada (dECM), ha generado considerable

atencion en estudios de mecanica celular debido a su capacidad para imitar el
entorno bioquimico, estructural y mecanico del tejido nativo. Estudios han
demostrado que el dECM conserva las propiedades mecanicas heterogéneas de
los tejidos nativos, incluyendo sus gradientes de rigidez y anisotropia elastica.
Esta heterogeneidad es importante porque las células responden dinamicamente
a las sefales mecanicas locales, y el dECM proporciona un entorno mas natural
en comparacion con los hidrogeles sintéticos o los sustratos uniformes (Viji Babu
et al., 2019; H. Zhang et al., 2023). La dECM puede ser utilizada para fines de
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regeneracion o restauracion de funcionabilidad de un tejido, ademas modelar
varias patologias como por ejemplo tumores, lo cual ayuda a comprender la
patologia, fisiologia y la progresion del proceso de la enfermedad (Neishabouri et
al., 2022).

Si bien la técnica se reporto inicialmente en 1973 con el fin de preservar tejido
destinado a ser utilizado como barrera protectora para pacientes con quemaduras,
el hito que impulsé su uso como bioandamio fue el trabajo Badylak et al. (1995)
con el uso de la submucosa del intestino delgado (SIS) para la reparacion del
tendon de Aquiles (Wang et al., 2023).

Figura 10. Tejidos utilizados para obtener dECM
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Se han preparado y probado andamiajes de matriz extracelular (ECM)
descelularizado de diversos tejidos, como corazdn, submucosa del intestino
delgado (SIS), pulmén, piel, cornea, eséfago, higado, rifidn, vejiga, cartilago, tejido
adiposo, entre otros Figura 10. Las matrices extracelulares descelularizadas
(dECM) se han consolidado como biomateriales versatiles en aplicaciones

biomédicas, destacando por su capacidad para soportar la recelularizacion de
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organos completos para trasplante, la fabricacion de hidrogeles y biotintas para
impresion 3D, asi como el desarrollo de plataformas avanzadas para modelos in
vitro. (Crapo et al., 2012; Guo et al., 2024; Hoshiba et al., 2010; Rosadas et al.,

2024; Xu et al., 2024) Figura 11.

Figura 11. Aplicaciones Biomédicas basada en el uso de dECM
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La descelularizacion es el proceso de eliminacién de contenido celular de la matriz
extracelular mediante métodos quimicos, fisicos y enzimaticos, donde los agentes
que para la descelularizacion de cada tejido dependeran de diversos factores,
como la celularidad del tejido, densidad, contenido lipidico y el grosor del tejido
mismo (Crapo et al.,, 2011; Simsa et al.,, 2021) Figura 12. Para remover el
contenido celular y preservar la integridad de la matriz, es importante estandarizar
los distintos protocolos de descelularizaciéon dependiendo de las propiedades
mecanicas y bioquimicas del tejido a descelularizar (Crapo et al., 2011;
Neishabouri et al., 2022; Simsa et al., 2021; H. Zhang et al., 2023).
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Figura 12. Proceso de Descelularizacion
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Fuente: Adaptada de Moffat et al., 2022

e Meétodos Quimicos

Implica el uso de agentes quimicos como detergentes (idnicos, no idnicos y
zwitteridnicos), acidos; para alterar las membranas celulares, solubilizar
componentes celulares Figura 13. Se sumerge el tejido en una solucidon que
contiene un acido, alcohol o detergente, que se encargan de alterar las
interacciones lipido-lipido y proteina-lipido que mantienen unida la membrana
celular (Heath, 2019).

Los detergentes ionicos actuan solubilizando el ADN y la membrana celular, y
tienden a desnaturalizar las proteinas, disminuyendo asi la integridad del
colageno. Son eficaces para eliminar glicosaminoglicanos (GAG) y factores de
crecimiento, lo que altera la rigidez y la funcion de la matriz extracelular (ECM). El
dodecil sulfato de sodio (SDS) y el desoxicolato de sodio (SDC) son detergentes
idnicos que se han utilizado en la descelularizacion (Neishabouri et al., 2022).

Los detergentes no iénicos, como el-Triton X-100, pueden romper con fuerza los
enlaces lipido-lipido y lipido-proteina, pero son menos efectivos en la interaccion
proteina-proteina. Si bien mantienen la ultraestructura del tejido descelularizado y
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preservan los factores de crecimiento, son menos efectivos en la eliminacién de
material celular que el SDS (Neishabouri et al., 2022).

Los detergentes zwitterionicos poseen propiedades tanto ibnicas como no idnicas,
demuestran una mejor eliminaciéon celular que los detergentes no ionicos y una
mejor conservacion de la ultraestructura de la matriz extracelular (ECM) que los

detergentes ionicos (Heath, 2019; Neishabouri et al., 2022).

También se utilizan diversos acidos, como el acido clorhidrico, acido peracético,
acido sulfurico y el acido acético, que ayudan al proceso de descelularizacion al
alterar los acidos nucleicos (Heath, 2019; H. Zhang et al., 2023). Alcoholes como
el etanol y el metanol pueden lisar las células por deshidratacion al reemplazar el
agua citosdlica y pueden ayudar a eliminar acidos nucleicos vy lipidos residuales
(Heath, 2019).

Sin embargo, las soluciones quimicas pueden dafar los componentes de la matriz
extracelular (ECM), en particular las triples hélices de colageno a nivel fibrilar y
molecular. Por lo tanto, el procedimiento de descelularizacidon debe disefarse para
utilizar una combinacion de tratamientos quimicos que minimice el dafio a la ECM
(H. Zhang et al., 2023).

e Meétodos Fisicos

Implica el aprovechamiento de fuerzas fisicas para lisar las células y facilitar su
eliminacion, como agitacién mecanica, ciclos de congelacion/descongelaciéon y
presién osmotica, (Heath, 2019; Neishabouri et al., 2022; Song et al., 2023) Figura
13.

La agitacibn mecanica se usa en combinacién con la inmersién de un reactivo
quimico, para provocar la lisis celular, y acelerar el proceso de descelularizacion.
La duracion del protocolo y la intensidad de la agitacién dependen del grosor del
tejido (Neishabouri et al., 2022).
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El ciclo de congelacion-descongelacion se realiza mediante la fluctuacion unica o
repetida entre la temperatura de congelacion (-80 °C) y la temperatura biolégica,
alterando las membranas celulares y provocando la lisis celular mediante la
formacion de cristales intracelulares. Se ha demostrado que este método
conserva considerablemente la estructura de la matriz extracelular (MEC), pero
no elimina eficazmente los restos celulares remanentes; por lo tanto, usualmente
se inicia con un ciclo de congelacion-descongelacion, seguido de tratamientos
quimicos (H. Zhang et al., 2023).

La técnica de presidn osmatica consiste en someter los tejidos a soluciones con
diferentes osmolaridades, alternando entre soluciones hipoténicas e hipertonicas,
para inducir estrés osmatico en las células. Cuando las células se exponen a una
solucion hipotonica, la entrada de agua provoca hinchazon vy, finalmente, lisis de
la membrana celular (lisis osmética). Posteriormente, una solucion hiperténica
induce la deshidratacion y la contraccion de los componentes celulares restantes,
lo que promueve una mayor muerte celular y su desprendimiento de la matriz
extracelular (MEC) (Rabbani et al., 2021).

e Métodos Enzimaticos

Las enzimas para la descelularizacién, proteasas, nucleasas, eliminan los
residuos de acido nucleico después de la ruptura celular y escinden las uniones
intercelulares y extracelulares. Las nucleasas, como la ADNasa y la ARNasa,
hidrolizan cadenas de desoxirribonucledtidos y ribonucleétidos, por lo tanto,
digieren el material genético residual (Heath, 2019) y se utilizan principalmente en
combinacion con otros detergentes para acelerar la eliminacion de estos
(Neishabouri et al., 2022). Las proteasas que actuan escindiendo proteinas

adhesivas (p. €j., tripsina y dipasas) (Heath, 2019).
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Figura 13. Métodos de Descelularizacion
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e Hidrogel dECM
El hidrogel de dECM se genera mediante el proceso de autoensamblaje basado

en colageno, regulado por la presencia de glicosaminoglicanos, proteoglicanos y
proteinas de la matriz extracelular (Saldin et al.,, 2017). La cinética de
polimerizacién se ve influenciada por el perfil bioquimico nativo del tejido origen y
de las proteinas remanentes tras la descelularizacion. Previo a la solubilizacion,
la matriz descelularizada se liofiliza y se pulveriza. EI material resultante se
disuelve en ambientes acidos mediante la digestion de la matriz extracelular con
pepsina. La pepsina es una enzima derivada de los jugos gastricos porcinos
utilizado desde 1972 para solubilizar una porcién sustancial (hasta el 99%) del
colageno insoluble en acido. El material pulverizado se agita en pepsina con acido
clorhidrico diluido “método Freytes” o con acido acético diluido “método Voytik-
Harbin” (H. Zhang et al., 2023). La matriz solubilizada es gelificada a través de un
proceso de autoensamblaje impulsado por la entropia y dominado por la cinética
del colageno (Saldin et al., 2017). Esto se logra por medio de tres ajustes
controlados (Saldin et al., 2017; H. Zhang et al., 2023): neutralizacion a un pH de
7.4, un ajuste de concentracion salina con PBS 10X e incubacién a una

temperatura de 37°C Figura 14.
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Figura 14. Proceso para obtener un Hidrogel de dECM
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e FEvaluacion del Proceso de Descelularizacion

Para evaluar la efectividad del proceso de descelularizacion, se deben de realizar
técnicas de evaluacion cualitativas (inspeccion visual) y cuantitativas
(componentes celulares, mitocondria, ADN, lipidos, colageno, etc.) Figura 15.

Diferentes estudios utilizan el analisis de imagenes macroscépicas como uno de
los primeros pasos de evaluacion para determinar el nivel de transparencia de

dECM en comparacion con el tejido nativo (Philips et al., 2018).

El analisis histolégico del tejido permite evaluar la morfologia general del dECM,
asi como el contenido celular y la integridad estructural (Neishabouri et al., 2022;
Philips et al., 2018). La hematoxilina y eosina (H&E) se utiliza principalmente para
evaluar la morfologia tisular y los nucleos celulares, mientras que la tincién
fluorescente con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) se utiliza para detectar
estructuras nucleares remanentes (Crapo et al.,, 2011; Su et al., 2018). Otras
tinciones histolégicas, como Safranina O y Hoescht, también pueden emplearse
para evaluar la existencia de ADN remanente o moléculas citoplasmaticas y
extracelulares en tejido descelularizado (Crapo et al., 2011; Neishabouri et al.,
2022; H. Zhang et al., 2023).
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El ADN residual puede provocar respuestas inmunitarias y afectar la
biocompatibilidad de la matriz extracelular descelularizada. El ensayo Picogreen
es una técnica fluorométrica sensible que se une especificamente al ADN
bicatenario y emite fluorescencia proporcional a la concentracién de ADN, lo que
permite una cuantificacion precisa incluso a niveles bajos (Y. Chen et al., 2012;
Klak et al., 2021). Una técnica que complementa el ensayo de Picogreen es la
electroforesis en gel de agarosa, una técnica cualitativa que visualiza la
distribucion del tamafio de los fragmentos de ADN residuales en las muestras (Y.
Chen et al., 2012).

Segun Crapo et al. (2011), existen tres criterios minimos que garantiza que la
descelularizacion ha sido efectiva:1) Menos de 50 ng de ADN bicatenario residual
por mg de peso seco de ECM en el caso de Picogreen, 2) < longitud del fragmento
de ADN de 200 pares de bases en el caso de gel de Agarosa, y 3) falta de material
nuclear visible en secciones de tejido bajo tincién H&E o DAPI (Crapo et al., 2011;
Heath, 2019; Neishabouri et al., 2022; H. Zhang et al., 2023).
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Figura 15. Caracterizacion de Tejidos Descelularizados
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2.5 Gel Sintético basado en Poliacrilamida (PA)

Los geles de poliacrilamida (PA) son los mas utilizados para estudiar las

interacciones mecanicas entre células y matriz extracelular (ECM) (Barber-Pérez,
2019; Kumai et al., 2021). Esto se ha ejemplificado mediante estudios que ilustran
la influencia de la rigidez del sustrato en la motilidad celular, la propagacién, y la
diferenciacion (Caliari & Burdick, 2016; Charrier et al., 2020). Es 6pticamente
transparente, incolora, tiene un indice de refraccion similar al del agua y

linealmente elastica. Finalmente, la poliacrilamida es bioquimicamente inerte, lo

44



que permite que las células se unan especificamente solo a la matriz extracelular

que esta acoplada covalentemente a su superficie (Fischer et al., 2012).

Los hidrogeles de PA se producen mediante la reaccion del mondmero de
acrilamida y el reticulante de bis-acrilamida, generalmente en presencia de
persulfato de amonio (APS) y tetrametiletilendiamina (TEMED) Figura 16. Al variar
las concentraciones de acrilamida y bisacrilamida, el rango de rigidez puede cubrir
el de la mayoria de los tejidos blandos (Funaki & Janmey, 2017a). EI APS actua
como fuente de radicales libres, mientras que el TEMED actua como catalizador
para iniciar la polimerizacion radical redox del PA (Barber-Pérez, 2019; Caliari &
Burdick, 2016).

Figura 16. Formacioén de Red Polimérica de Poliacrilamida
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Los hidrogeles de PA se fabrican tipicamente como peliculas delgadas unidas a
cubreobjetos (Caliari & Burdick, 2016). Para obtener una capa delgada de
poliacrilamida, la solucion de prepolimero se intercala entre dos cubreobjetos, lo
que determina el area superficial y el espesor del gel Figura 17. El cubreobjetos

inferior se funcionaliza con aminosilanos que generan una monocapa de grupos
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quimicos libres que se unen covalentemente a la poliacrilamida durante su
polimerizacion (Barber-Pérez, 2019; Ribeiro et al., 2016). Se coloca un
cubreobjetos hidrofébico sobre una gota de solucién para definir la topografia de
la superficie del hidrogel, mientras que la presion aplicada determina el espesor
del hidrogel (Ribeiro et al., 2016).

Figura 17. Proceso de la Técnica "Sandwich" para generar un Gel de
Poliacrilamida

a Activate glass surface Polymerized polyacrylamide Activate polyacrylamide surface
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Fuente: Fischer et al., 2012

Sin embargo, al utilizar un gel de poliacrilamida como capa inferior del gel
sandwich, se deben tener en cuenta algunos aspectos: 1) como la poliacrilamida
no tiene carga y no reacciona con las proteinas, las células no se adheriran
directamente a las superficies de poliacrilamida. Por lo tanto, se debe tener
cuidado con las concentraciones e identidades de las proteinas de la matriz
extracelular (ECM) que se entrecruzan con la poliacrilamida, de modo que las
células puedan interactuar con el gel, 2) la acrilamida no polimerizada es
altamente téxica para muchos tipos celulares, por lo que no es aconsejable acortar
los tiempos de lavado una vez formado el gel de poliacrilamida; las incubaciones
durante la noche en grandes volumenes de tampon son Optimas y 3) se ha
demostrado que las células "sienten" y responden a un sustrato mas rigido debajo
de uno mas blando si este ultimo es suficientemente delgado (Fischer et al., 2012).
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Antes del cultivo celular, la superficie del hidrogel debe activarse con un agente
reticulante (p. €j., sulfo-SANPAH) para permitir la conjugacion de proteinas (p. €j.,
fribronectina, colageno, etc.) para favorecer la adhesion celular (Barber-Pérez,
2019; Caliari & Burdick, 2016; Tse & Engler, 2010; Wong et al., 2014). El 6-(4'-
azido-2'-2 nitrofenilamino)hexanoato de sulfosuccinimidilo (sulfo-SANPAH) es un
agente reticulante de gel de PA de uso comun (Kumai et al., 2021; Pelham &
Wang, 1997), donde su superficie se activa con luz ultravioleta (UV). La region
fotoactivable del sulfo-SANPAH se une a la poliacrilamida y el grupo
sulfosuccinimidilo del otro extremo reacciona con los grupos amina primarios de
la proteina. Las proteinas ECM desplazan los grupos sulfosuccinimidilo de las

moléculas sulfo-SANPAH, formando enlaces amida (Kumai et al., 2021).

La proteina de la matriz extracelular (ECM) elegida también debe ser adecuada
para el tipo celular en estudio. Distintos tipos celulares secretan diferentes
conjuntos de proteinas de la ECM vy, por lo general, exhibiran fenotipos mas
fisiolégicos al cultivarse con proteinas que imitan los atributos de la composicion
de la ECM in vivo, pueden alterar la funcion celular, expresion génica y cambios
en la composicién de ECM que puede inducir fenotipos malignos. El colageno, la
fibronectina, la laminina y la vitronectina se encuentran entre las familias de
proteinas de la ECM mas utilizadas para el cultivo celular in vitro (Funaki &
Janmey, 2017a; Ribeiro et al., 2016).

La principal ventaja del método de gel sandwich es que permite obtener imagenes
de alta resolucion de las respuestas celulares a las matrices de células
extracelulares (MEC) 2D y 3D con una rigidez especifica (Fischer et al., 2012).
Una desventaja importante es que la PA no puede utilizarse para encapsular
células en 3D debido a la toxicidad de los precursores del hidrogel (Caliari &
Burdick, 2016; Funaki & Janmey, 2017b).
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2.6 Técnicas para deteccion de Rigidez de Sustrato

e Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

La microscopia de fuerza atémica es una técnica utilizada no solo para generar
imagenes con resolucidon atdbmica, sino que también permite medir propiedades
mecanicas de las células, tejidos e hidrogeles; mediante la indentacion controlada
y la obtencién de curvas fuerza-distancia (Rehfeldt & Schmidt, 2017). Como se
muestra en la Figura 18, la AFM usa una punta fina que interactua con la muestra
para obtener imagenes y medir fuerzas que revelan propiedades superficiales
como dureza y friccion (Gadegaard, 2006; MILAB, 2025).

Figura 18. Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)
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e Pinzas Opticas

Las pinzas oOpticas constituyen una técnica que emplea un haz laser altamente
enfocado para atrapar y manipular particulas dieléctricas, como microesferas
suspendidas en un gel (Catala-Castro et al., 2021), Figura 19. El gradiente de
intensidad del laser genera una fuerza que dirige la particula hacia el foco,

permitiendo medir desplazamientos extremadamente pequefos y, por tanto,
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fuerzas en el rango de los piconewtons. Esta herramienta se ha utilizado
ampliamente para ejercer y cuantificar fuerzas o pares de torsion en moléculas
individuales, lo que ha permitido estudiar procesos bioquimicos a nivel molecular
(Bustamante et al., 2021). Ademas, su versatilidad ha llevado a aplicaciones en
numerosos campos, incluyendo fisica, nanotecnologia, quimica, materiales
blandos y nanotermodinamica (Wu, 2023). En conjunto, las pinzas Opticas se han
consolidado como una técnica fundamental para investigar fendmenos mecanicos

a micro y nanoescala.

Figura 19. Técnica de Pinzas Opticas
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2.7 Microscopia de Fuerza de Traccion (TFM)

La microscopia de fuerza de traccion es una técnica ampliamente utilizada para
la medicion de fuerzas de traccion in vitro. Utiliza sustratos elasticos embebidos
con microesferas fluorescentes que actian como marcadores fiduciales. Al
capturar imagenes del sustrato en presencia y en ausencia de las células
adherentes, se cuantifica el campo de desplazamiento de las microesferas
generadas por las células (Aina Albajar Sigalés, 2021; Joshi et al., 2022) Figura
20.

49



Los primeros estudios cualitativos sobre la interaccidon mecanica entre célula y
MEC comenzaron en la década de 1980, cuando se observo el arrugamiento de
una membrana de silicona debido a las fuerzas de traccion ejercida por
fibroblastos (Ribeiro et al., 2016). Posteriormente, en 1999, Dembo y Wang
introdujeron la TFM moderna, como método para cuantificar las fuerzas ejercidas
por las células adherentes sobre un sustrato de hidrogel con marcadores
fiduciales (Dembo & Wang, 1999).

Figura 20. Técnica de Microscopia de Fuerza de Traccion (TFM)
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Las células interactuan mecanicamente con su alrededor al adherirse a sustratos
o a la matriz extracelular, ejerciendo fuerzas denominadas como fuerzas de
traccion. Estas fuerzas son originadas principalmente por la contractilidad de
actomiosina dentro del citoesqueleto de actina (Aina Albajar Sigalés, 2021; Joshi
et al., 2022). Las fuerzas de traccion juegan un rol crucial en la regulacion de
procesos celulares tales como adhesion migracion, diferenciacion, demostrando
su importancia en el estudio de estas fuerzas para la mejor compresion de la
mecanobiologia (H. Chen et al., 2024; Qingzong, 2011). Las fuerzas celulares

pueden ser categorizadas en fuerzas transmitidas a la matriz extracelular (fuerzas
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de traccion), fuerzas transmitidas entre células y fuerzas intracelulares (Bauer et
al., 2021).

Conceptualmente, el TFM consta de tres pasos principales (Z. Yang et al., 2006):

1. Fabricacién de un sustrato elastico con microesferas fluorescentes
embebidas.

2. Obtencion de imagenes con y sin presencia de fuerzas celulares, y el
calculo de los desplazamientos de las microesferas.

3. Calculo de las fuerzas de traccién a partir de los campos de desplazamiento
mediante modelos basados en la teoria de la elasticidad y las propiedades
mecanicas del sustrato.

2.6.1 Configuracion Experimental en TFM

e Preparacién del Sustrato

Los geles de poliacrilamida son utilizados amplia y comunmente, en experimentos
de microscopia de traccion, debido a que es considerado como un material
linealmente elastico bajo un amplio rango de tensiones (hasta un 90%), en la que
se pueden ajustarse a una rigidez especifica (0,2-150 kPa) mediante la
modificacidon de la concentracion de acrilamida y bisacrilamida (Denisin & Pruitt,
2016; Knoll et al., 2014; Ribeiro et al., 2016; Tse & Engler, 2010). Esta ultima,
facilita la investigacion del como las células logran sensar y responder a las

sefales mecanicas del microambiente dependiendo de una rigidez en particular.

Las microesferas fluorescentes sirven como marcadores fudiciales (Aina Albajar
Sigalés, 2021; Chen et al., 2024; Denisin et al., 2024; Joshi et al., 2022; Mulligan
et al., 2018). Por medio de estas, utilizando la microscopia de fluorescencia, es
capaz de trazar la deformacién del sustrato (Mulligan et al., 2018). Esta
deformacion dependera de la magnitud de la fuerza aplicada por las células y las
propiedades elasticas del gel (Knoll et al., 2014). Tipicamente, estas microesferas
estan integradas en la solucion de poliacrilamida, previo a la iniciacion, de la

polimerizacién, lo cual resulta en una distribucion uniforme de las microesferas a
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lo largo del volumen del gel (Knoll et al., 2014; Kumari et al., 2020). Dado que el
gel de poliacrilamida no facilita la adhesion proteica espontaneamente, debe ser
funcionalizado quimicamente para permitir la fijacion de proteinas de matriz
extracelular. Uno de los protocolos mas comunes emplea el reactivo sulfo-
SANPAH activado con luz UV para enlazar covalentemente proteinas sobre la
superficie del gel (De La Pena et al., 2021). Finalmente, se realiza el cultivo celular

con la linea celular a investigar Figura 21.

Figura 21. Cultivo Celular para TFM

Gel de Poliacrilamida Funcionalizacién Recubrimiento MEC Cultivo Celular
] UV ~365nm proteina MEC linea celular
= 4 ‘ a / of \
L e 0O B AN
Sulfo- | K225 IR 720
i N
‘\‘“ N\, | / )*/
| I
3

Creado en Biorender. Galarza, A. (2025)

e Microscopia y Adquisicidon de Imagenes

Para la adquisicion de las imagenes se utiliza un microscopio confocal de
fluorescencia, donde se captura imagenes del estado deformado (uno o varios
puntos del tiempo en la que las células ejercen fuerzas de traccion) y una imagen
en el estado de referencia (sin fuerzas de traccidn) (Denisin & Pruitt, 2016;
Giordano, 2023; Mulligan et al., 2018; Ribeiro et al., 2016; Zhu et al., 2023). Luego,
las imagenes de referencia y deformadas se comparan para generar mediciones

de las deformaciones del sustrato (Giordano, 2023) Figura 22.
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Figura 22. Adquisicion de Imagenes para TFM
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Fuente: Adaptado de J. Huang et al., 2012

Para la reconstruccion de las fuerzas, se asume que:

1. Las fuerzas normales a la superficie son insignificantes porque las interacciones
célula-sustrato se desarrollan principalmente a lo largo de la superficie del
sustrato.

2. El sustrato de hidrogel es un plano elastico bidimensional que se extiende
lateralmente hasta el infinito (un semiespacio semiinfinito).

3. Las deformaciones son infinitesimalmente pequefas y, por lo tanto, el material
del sustrato se deforma dentro de un régimen de elasticidad lineal.

4. Las propiedades del material del sustrato se mantienen homogéneas (Ribeiro
et al., 2016).

La adquisiciéon de imagenes de las microesferas y su preparacion para el analisis
es un paso crucial en el TFM, ya que cualquier irregularidad adquirida se
amplificara en el procesamiento posterior, lo que limitara la interpretacion de los

resultados. Para obtener vectores de desplazamiento precisos a partir del
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desplazamiento de las microesferas, se requieren imagenes nitidas de las
microesferas fluorescentes en la interfaz célula-sustrato. Las microesferas
desenfocadas inducen vectores erroneos que aumentan el ruido y pueden
provocar la deteccion de energia de deformacion que no se corresponde con la

generacion de fuerza de la célula (De La Pena et al., 2021).

2.6.2 Campo de Desplazamiento de las Microesferas

Para determinar la deformacién del sustrato a partir de las imagenes de los
marcadores fluorescentes embebidos en él, un algoritmo ampliamente utilizado es
la Velocimetria por Imagenes de Particulas (P1V) basada en correlacién cruzada.
Esta técnica, originada en el campo de la dinamica de fluidos para medir el campo
de velocidades en un plano, se aplica sembrando el fluido con marcadores y
adquiriendo imagenes o videos para analizar la variacion de la posicion de dichos
marcadores entre cuadros consecutivos. Las imagenes se dividen en ventanas de
exploracion sucesivas que se correlacionan entre si, y a partir de la posicion del
maximo de correlacion se obtiene el desplazamiento correspondiente en esa
region (Giordano, 2023) Figura 23.

Figura 23. Ventanas de Interrogaciéon Sucesivas
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Para ello, se utiliza un par de imagenes: una del sustrato deformado por la célula
adherida (estado previo o pre) y otra del sustrato sin deformar tras su retiro (estado

posterior o post) (Denisin et al., 2024; Giordano, 2023) Figura 24.

Figura 24. Técnica de Correlacion Cruzada para PIV
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Fuente: Adaptado de S. M. Choi et al., 2011

También existe otra técnica para generar el campo de desplazamiento de las
microesferas, denominada velocimetria de seguimiento de particulas (PTV). Se
basa en el rastreo temporal de las trayectorias de particulas individuales en el
espacio tridimensional (Dracos, 1996). En PTV, cada particula se reconoce e
identifica por separado, y se intenta redescubrirla en el segundo fotograma. El
desplazamiento de cada particula se determina eficazmente utilizando la
informacion de la vecindad, proporcionando un vector de desplazamiento para
cada particula, lo cual resulta eficiente en términos de tiempo de procesamiento

con un numero menor de particulas (Sokoray-Varga & Jozsa, 2008).
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2.6.3 Reconstruccion de la Fuerza de Traccion

La reconstruccion de la fuerza de traccion ejercida por la célula se realiza
aplicando conceptos de la teoria de elasticidad, donde se considera que el
sustrato es un medio elastico, lineal, isotropico y homogéneo y sufre solo
pequefias deformaciones debido a las fuerzas de traccién celular (Giordano, 2023;
Mulligan et al., 2018).

Una vez que se determinan las deformaciones del sustrato inducidas por la fuerza
de traccion, estos datos se combinan con las propiedades mecanicas conocidas
del sustrato para reconstruir las fuerzas de traccion celular (Mulligan et al., 2018)

Figura 25.

Figura 25. Reconstruccion de Fuerzas a partir del Desplazamiento de
Microesferas

Measured substrate Reconstructed
displacements traction
N ] \ s
e u=Mf
- -
=~ | Reconstruction
- !
Gelf u ! \ f

Fuente: Y. Huang et al., 2020

La relacién entre el campo de deformacién medido u(r) y el campo de
traccion t(r) se puede expresar mediante una integral de Fredholm de primera
especie, que hace uso de la funcion de Green G(r) que describe la respuesta a un
impulso, la cual contiene informacion sobre las caracteristicas del sustrato
(Giordano, 2023):

u(r) = f G(r—r)Ht(r")dr

En casos de sustratos semi-infinitos la funcion de Green corresponde a la solucién

de Boussinesq:
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() = 1+v) [(1+v)r?+ vx? vxXy ]
~ mEr3 Xy (1 4+ v)r? + vy?

Siendo E el modulo de Young del sustrato y v (0.5) el coeficiente de Poisson.
Para encontrar la traccion t(r) se debe resolver el problema inverso, es decir,
determinar un campo de traccion que pueda dar lugar a las deformaciones
medidas (Giordano, 2023). Uno de los enfoques mas extendidos es trabajar en el
espacio de Fourier:

(k) = GU)t(k)
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CAPITULO Ill: MARCO METODOLOGICO
3.1 Diseno de investigacion y tipo de estudio

La presente investigacion tiene un enfoque cuantitativo, con un disefio
experimental y tipo de estudio descriptivo. Se busca generar geles de
poliacrilamida de distinta rigidez, para simular un gradiente de rigidez similar al de
los tejidos del cuerpo, como sustrato para futuros estudios de mecanica celular.
También cuantificar las fuerzas mecanicas que generan las células sobre un
sustrato utilizando distintas herramientas computacionales. Ademas de esto,
generar hidrogeles de origen animal, siendo de matriz extracelular descelularizada

y evaluar la efectividad de la descelularizacién basada en distintos protocolos.

3.2 Poblacion o Universo

Biomateriales para estudios de mecanica celular

Sujetos o grupo de estudio:

Tejido cerebral porcino descelularizado, geles de poliacrilamida, tejido cerebral

porcino descelularizado e hidrogel, imagenes de células para analisis de fuerzas.

Tipo de muestra estadistica:

El tipo de muestra de esta investigacion es no probabilistica (por conveniencia o
intencional por juicio), ya que la muestra no se elige al azar, sino que se selecciona

con una base de criterios especificos.

3.3 Variables
Descelularizacion de Matriz Extracelular de Cerebro Porcino

Variable 1: Descelularizacién

Definicion conceptual: es el proceso de eliminacion de células y sus
componentes (especialmente ADN y ARN) de la matriz extracelular (MEC) para
producir una matriz natural con integridad mecanica preservada (Neishabouri et
al., 2022).
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Definicién operacional: se comprobara la efectividad de la descelularizacion
mediante la cuantificacién de ADN residual en la muestra al finalizar el protocolo,
por medio de electroforesis con gel de agarosa y Picogreen y por medio de la

pérdida de masa al final de la descelularizacion comparada con la masa inicial.

Gel de Poliacrilamida

Variable 1: Médulo de Young (E)

Definicién conceptual: Es una propiedad del material que nos indica con qué
facilidad puede estirarse y deformarse (University of Birmingham, s.f.). La rigidez
del gel se ajusta cambiando la proporcion de acrilamida y bis (Comelles et al.,
2020). Geles mas rigidos presentan mayor concentracién de bis a acrilamida,
mientras que mas blandos seria lo contrario (Worthen et al., 2017).

Definiciéon operacional: Se utilizara una tabla de concentracion de reactivos para

definir la rigidez del gel basado en la tabla del trabajo de Barber-Pérez (2019)

Microscopia de Fuerza de Traccion

Variable 1: Médulo de Young (E)

Definicion conceptual: Es una propiedad del material que nos indica con qué
facilidad puede estirarse y deformarse (University of Birmingham, s.f.).
Definicion operacional: Se utilizaran imagenes de literatura cientificos, donde
independientemente 0 no, me indican el moédulo de Young utilizado en su

experimento.

Variable 2: Software para Microscopia de Fuerza de Traccion (TFM)
Definicion conceptual: es una técnica por el cual se mide y se cuantifica las
fuerzas de traccidn generadas por la célula en su sustrato

Definicion operacional: generacion del campo de desplazamiento de las
microesferas y las fuerzas de traccion sera definido dependiendo de la
herramienta computacional utilizado (ImageJ/Fiji, Python, MATLAB).
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3.4 Insumos, técnicas de recoleccion de datos y equipos

Insumos

Etanol absoluto (Merck, 64-17-5), 3-(trimethoxysilyl) propylmethacrylate (Bind-
Silane) (Sigma Aldrich, M6514), Acido Acético Glacial (Chemboys, 64877122),
RainX (ITW Global Brands, 800002242), Acrilamida 40% (Bio-Rad, 1610146), Bis
2% (Bio-Rad,1610142), PBS 1X (Sigma-Aldrich, P3813), Persulfato de Amonio
(APS) (Bio-Rad, 1610700), N,N,N’,N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma-
Aldrich, T9281), Desoxicolato de Sodio (SDC) (Sigma-Aldrich, 30970), DNasa |
(Roche, 11284932001), Cloruro de Magnesio MgCI2 (VWR, VJ364), Antibiéticos
(Penicilina/Estreptomicina) (Thermo Scientific, 15140122), Tripsina/EDTA (Sigma-
Aldrich, 59418C),Triton X-100 (VWR, M143), Sacarosa (VWR,M117), Acido
Peracético (Sigma-Aldrich, 269336), Pepsina (Sigma-Aldrich, P6887), Acido
Clorhidrico (HCI), Hidréxido de Sodio (NaOH) (EMD Milipore, 1.06498.1000), PBS
10X (RPI, P32200.1000.0), proteinasa K (Macherey-Nagel,740396), Quant-iT™
Picogreen® Invitrogen Assay Kit (ThermoScientific,P7589), Agarosa (IBI
Scientific, IB70070), TBE 1X Buffer (1Bl Scientific, IBI1020), Tris-HCI (IBI Scientific,
IB70162), EDTA (IBI Scientific, IB70184), Cloruro de Sodio (NaCl) (VWR Life
Science,1726C241), Sodio Dodecil Sulfato (SDS) (Sigma-Aldrich,436143),
Tiocianato de Guanidina (Bioland Scientific, CG03), Marcador Molecular 1kb (Bio-
Rad,1708355), Tampon de Carga de ADN 6X (ACTGene,1110601), Tinte de
Carga SmartGlow™ Concentracion 6X (Accuris,E4500-LD).

Técnicas de recoleccion de datos

e Ensayos para cuantificacion de material genético: Se aplicé el método de
Picogreen, que permite cuantificar la cantidad de ADN remanente en las
muestras nativas y descelularizadas, y se aplico el método de electroforesis
usando un gel de agarosa para observar los fragmentos de ADN segun su
tamafo molecular entre las muestras nativas y descelularizadas.
Posteriormente, las mediciones de Picogreen se analizaron mediante software

estadistico (Excel, GraphPad).
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e Ensayo de Pérdida de Porcentaje de Masa: Se utilizé una balanza analitica
para determinar la masa inicial y final de los tejidos cerebrales porcinos tras

los distintos protocolos de descelularizacion utilizados.

e Evaluacion Macroscépico de la Descelularizaciéon: Se documentaron por

medio de registros fotograficos, los cambios de color y estructura del tejido.

¢ Analisis in silico de microscopia de fuerzas de traccidn: Se emplearon
imagenes de literatura cientifica y se procesaron mediante el uso de
herramientas computacionales o software como ImageJ/Fiji, Python mediante
el entorno de Anaconda y MATLAB, para realizar el analisis de microscopia de

fuerza de traccion.

Equipos

Cabina de Flujo Laminar (Air Sience,37834), Sonicador (Branson, M3800), Bafio
Maria (JISICO, 1204-7), Incubadora con Agitacion (BENCHMARK,
2003T2205BC250), Agitador orbital (Labnique,B079812FK4), Centrifuga
(Fristaden Lab,LSC-50H), Homogenizador Tenbroeck (WHEATON®,357426),
Liofilizador (Labconco, FreeZone 2.5 Liter -84°C Benchtop Freeze Dryer,
710201050), Agitador magnético (INTLLAB,B072K24X5P), Microcentrifuga
(Eppendorf, 541577161), Termobloque (IVYX Scientific,IVYXDB-40), Lector
multimodal de Multiplaca (Synergy™ HTX, BioTek Instruments,Inc.), Sistema de
electroforesis con visualizacion (GELATO™, QP-1600-01), Transiluminador UV

(VWR, 76407-432), pH metro (PH700, APERA).

3.5 Procedimiento
OBJETIVO ESPECIFICO N°1: Obtener matriz extracelular descelularizada,

como estrategia in vitro para modelar ecosistemas extracelulares
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3.5.1 Descelularizacién de tejido cerebral porcino
e Diseccion de tejido cerebral

La diseccion del cerebro porcino se realiza separando el tejido en tres areas
especificas: corteza cerebral, cerebelo y las areas remanentes, utilizando un
bisturi. Una vez obtenidas estas areas, se procede a retirar cuidadosamente los
vasos sanguineos y la meninge y se ingresan los tejidos en tubos de 50 mL para

dar inicio la descelularizacion Figura 26.

Figura 26. Diseccion de Cerebro Porcino
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3.5.1.1 Protocolos de Descelularizacion
e Protocolo A: Crapo et al. 2012

El protocolo es adaptado del trabajo de Crapo et al. (2012). Se realiza un
tratamiento de 1% de Antibiéticos (Penicilina/Estreptomicina) (ThermoScientific,
15140122) por 24 horas a 60 rpm. Después, se agrega, Tripsina/EDTA (Sigma-
Aldrich, 59418C) por 75 minutos a 37°C, 3% de Tritén X-100 (VWR, M143) por 75
minutos, 1M de Sacarosa (VWR,M117) por 20 minutos, 4% de Desoxicolato de
Sodio (SDC) por 40 minutos y Acido Peracético (Sigma-Aldrich, 269336) por 45
minutos (Crapo et al., 2012). Posteriormente, se realiza un lavado final con PBS

1X durante 5 minutos Figura 27.
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Figura 27. Descelularizacion utilizando Protocolo A
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e Protocolo B: Sackett et al., 2018

El protocolo B es adaptado del trabajo de Sackett et al. (2018). Se realiza un

enjuague inicial con PBS 1X en un agitador durante 30 minutos a rpm. Se

homogeniza utilizando el homogenizador tipo Tenbroeck en agua destilada hasta

que quede una textura espesa. Se centrifuga dos veces a 4000 rpm durante 5

minutos. Se resuspende el pellet en 2.5mM de Desoxicolato de Sodio (SDC)

preparado en PBS 1X y se agita durante 3 horas a 60 rpm. Pasado las 3 horas,

se reemplaza la solucién de 2.5 mM de Desoxicolato de Sodio y se agita por 15

horas adicionales (Sackett et al., 2018). Posteriormente, se enjuaga con 1% de
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Antibidticos (Penicilina/Estreptomicina) en PBS 1X por 72 horas, reemplazando la

solucién 2 veces diariamente Figura 28.

Figura 28. Descelularizacion utilizando Protocolo B

! Lavado Inicial 2 Descelularizacion Fisica
578 minutos 4000 rpm
EES 8 30 minutos H 2N -
> 60 rpm £ =N\ /'\ == ’—\ .
[ z = —_— o
— - D,
Resuspender Homogenizar Ingresar Centrifugar
3 4 . - e
Descelularizacion Quimica Tratamiento Antibiotico
2.5 mM SDC 1B horas = m &L 20°C
X L 72 horas e
60 rpm o 55 rpm ™
~ ~ |l
T ‘ - l ot —_— l N —
Resuspender Resuspender Guardar

Creado en Biorender. Galarza, A. (2025)

e Protocolo C: Simsa et al., 2021

El protocolo C es adaptado del trabajo de Simsa et al. (2021), que se realiza en
su totalidad a 37°C. Se enjuagan los tejidos con agua destilada en un agitador
durante 2.5 horas a 60 rpm. Tras este tiempo, se reemplaza el agua destilada y
se aumenta a 65 rpm durante 4 horas adicionales. Al finalizar este periodo, se
anade 1% de Desoxicolato de Sodio (SDC) (Sigma-Aldrich, 30970) y se agita a 60
rpm por 48 horas, reemplazando la solucion 2 veces diariamente. Al tercer dia, los
tejidos se enjuagan en agua destilada durante 5 horas a 50 rpm. Luego, se afiade
40 U/mL de DNasa | (Roche, 11284932001) preparada en 10mM de Cloruro de
Magnesio MgCI2 (VWR, VJ364) y PBS 1X y se incuba durante 16 horas a una
agitacion de 40 rpm. Al dia siguiente, se tratan con 1% de Antibidticos
(Penicilina/Estreptomicina) por 30 minutos, reemplazando la solucién cada 10

minutos Figura 29.
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Figura 29. Descelularizacion utilizando Protocolo C
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3.5.1.2 Caracterizacion de dECM
e Extraccion de ADN

Para el mismo, después de realizar la liofilizacion de la matriz descelularizada, se
ejecuta un protocolo de extraccion de ADN estandarizado del laboratorio Figura
30. Se retira una cantidad de matriz descelularizada hasta que llegue a 0.1 uL del
tubo de centrifugacion de 1.5 mL y se pulveriza.

Ya pulverizado, se agrega 1 mL de buffer SNET y 5 uL de proteinasa K (Macherey-
Nagel,740396), se homogeniza y se incuba a 56°C en un termobloque (IVYX
Scientific,IVYXDB-40) hasta que quede homogéneo. Después de esto, se agrega
un volumen igual de buffer de union en base al volumen de la muestra. Se
homogeniza, se carga en una columna y se centrifuga a 14,000 rpm en una
ultracentrifuga durante 1 minuto. Pasado el minuto, se descarta el contenido que
se encuentra dentro del tubo. Luego, se realizan dos lavados, iniciando con 500
uL del primer buffer de lavado, se centrifuga por 1 minuto y se descarta el

contenido del tubo. Luego, se agrega 500 uL del segundo buffer de lavado que
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contiene, se centrifuga por 1 minuto, se descarta el contenido del tubo y se
centrifuga nuevamente por 2 minutos extra.

Mientras la muestra esta centrifugando, se calienta el buffer de elucién hasta que
tenga una temperatura de 70°C. Pasado los 2 minutos, se descarta el contenido
del tubo y se inserta la columna en un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5mL y
se carga con 100 uL de buffer de elucion. Se centrifuga por 2 minutos y se
descarta la columna, manteniendo el liquido dentro del tubo que contiene el ADN

eluido Figura 30. Se guarda a 4°C hasta su futuro uso.

e FElectroforesis con Gel de Agarosa

Se vierte la mezcla de gel de agarosa tibia en la camara del gel, tratando de
obtener un grosor de aproximadamente 5mm. Se deja que el gel polimerice
durante 20 a 30 minutos. Ya polimerizado, se retira el peine con cuidado para
obtener los pocillos en donde se van a agregar las muestras. Se coloca el gel en
el sistema de electroforesis con visualizacion (GELATO™, QP-1600-01) y se
agrega TBE 1X buffer hasta que el gel quede completamente sumergido. Por cada
5 uL de muestra de ADN eluido se agrega 2 uL de buffer de carga (loading dye).
Luego, se carga cuidadosamente 7 uL las muestras y el marcador de peso
molecular en los pocillos del gel. Ya cargado las muestras, se conecta el sistema
a la fuente de poder y se ajusta el voltaje adecuado. Se deja correr el gel durante
1 hora. Pasada la hora, se coloca el gel en el transiluminador UV (VWR, 76407 -

432) para visualizar las bandas de ADN Figura 30.

e Ensayo de Picogreen

La cuantificacion de ADN de las muestras descelularizadas y nativas se realiza
utilizando el reactivo fluorescente Quant-iT™ Picogreen® Invitrogen
(ThermoScientific,P7589) , siguiendo el protocolo dado por el fabricante. El
protocolo se lleva a cabo en placas de 96 pocillos, y la lectura de estos, en un

equipo lector multimodal de Multiplaca (Synergy™ HTX, BioTek Instruments,Inc.).
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Primeramente, el reactivo de Quanti-iT Picogreen se descongela progresivamente
de -20°C a4°C y luego 1 hora a temperatura ambiente antes de usarlo. Esta debe
estar protegida de la luz utilizando papel de aluminio. Se prepara una curva
estandar, mediante diluciones seriadas de un stock original, para generar una
relacién fluorescencia-concentracion utilizando la concentracion dada por el

fabricante Tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de Curva Estandar para Ensayo de Cuantificacion de ADN
mediante Picogreen

Curva Estandar de Alto Rango

Volumen de | Volumen stock de | Volumen reactivo Quant-iT™ | Concentracion
buffer TE ADN de 2 ug/mL | PicoGreen diluido final de ADN
0 pL 100 pL 100 pL 1 pg/mL

90 pL 10 pL 100 pL 100 ng/mL

99 uL 1L 100 uL 10 ng/mL

100 uL 0L 100 pL blanco

Curva Estandar de Bajo Rango

0O uL 100 pL 100 pL 25 ng/mL

90 uL 10 yL 100 pL 2.5 ng/mL
99 uL 1L 100 pL 250 pg/mL
100 pL 0 pL 100 pL blanco

Fuente: Thermo Fisher Scientific Inc., 2022

Seguido, con una micropipeta de multicanal se agrega el Buffer TE 1X a los
pocillos donde estaran las muestras, para luego, agregar el volumen del ADN
extraido de las muestras y finalmente, agregar el Picogreen Working Solution a
cada una de ellas. Finalmente, se ingresa la placa en el equipo, se agita por 5
minutos y se realiza la lectura de la placa Figura 30. Se exporta la lectura y se
cuantifica utilizando hojas de calculo Excel.
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Figura 30. Cuantificacion de ADN

1 ] Buffer
Buffet
L SNET Buffer Blﬁfzer W de ' il Ellielﬁn
= e Unién Lavado |/
a proteinasa K | Musgtra
< | Muestra | | |‘ -
% \f lisada | § \ > L|
c L 4 | ¢ I ¢
@ =] — & 56'C o = = —
8 - R e & _ e
g l Incubacion | Centrifugar Centrifugar e Centrifugar Centrifugar
w
Agregar Agregar Agregar Agregar Agregar

ADN Eluido

Leading Dye  Escalers Muestra

1]
o s & T ———
e @]
@ < B
% —_— v
5 Q >
a -~ -
o =l
Cargar Aplicar corriente Observar en el Resultado
transiluminador
TE Buffer Lambda Picagreen 1
N!UESUE — : ]
c 5 i ]
3 - il 1
®le . o — —
[=] u DOV
o I
E ADM Eluido

Preparar soluciones Cargar

Ingresar

Analizar

Creado en Biorender. Galarza, A. (2025)

OBJETIVO ESPECIFICO N°2: Establecer la fabricacion de sustratos de
poliacrilamida para el analisis de la distribucion de fuerzas celulares

mediante microscopia de fuerza de traccién in silico, aplicando distintas

herramientas computacionales.

3.5.2 Preparacién de Sustratos Sintéticos basado en Gel de Poliacrilamida

e Preparaciéon de Superficies de Vidrio

Inicialmente, los cubreobjetos y portaobjetos ambos se le realiza un lavado inicial
con agua destilada (diH,O). Luego, se sumergen en tubos de 50 mL con etanol al
70% y se sonican aproximadamente durante 5 minutos en un sonicador (Branson,

M3800). Tras este proceso, se enjuagan con etanol absoluto (Merck, 64-17-5) y

se dejan secar al aire a temperatura ambiente Figura 31.
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e Silanizacion de Portaobjetos

Para asegurar la adhesion permanente de los geles de poliacrilamida al
portaobjeto se debe tratar con una solucién de silanizacion. El portaobjeto se trata
con 200 pL de una solucion de silanizacion que contiene: 3 uL de 3-
(trimethoxysilyl) propylmethacrylate (Bind-Silane) (Sigma Aldrich, M6514), 5 uL de
Acido Acético Glacial (Chemboys, 64877122) y 1 mL de Etanol Absoluto (Barber-
Pérez, 2019; Kumari et al., 2020; Morillo & Castro, 2011), se distribuye en el
portaobjeto, se protege de la luz y se incuba durante 10 minutos a temperatura

ambiente Figura 31.

e Siliconizacion de Cubreobjetos

Para proporcionar la propiedad antiadherente, los cubreobjetos se sumergen
completamente en una solucion de silicbn comercial Rain-X® (ITW Global Brands,
800002242) (Wong et al., 2014), se protege de la luz y se incuban durante 10

minutos a temperatura ambiente Figura 31.
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Figura 31. Tratamiento de Superficies de Vidrio
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e Polimerizacion de Gel de Poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se preparan ajustando las proporciones de acrilamida
40% (Bio-Rad, 1610146) y Bis 2% (Bio-Rad,1610142), lo que determina la rigidez
del mismo, y se diluyen en PBS 1X (Sigma-Aldrich,P3813) utilizando las
concentraciones indicadas en la Tabla 2.

La polimerizacién inicia cuando se agrega 5 uL de una solucion fresca de
persulfato de amonio (APS) al 10% (Bio-Rad, 1610700), que actia como
generador de radicales libres para iniciar la reacciéon, y 1 uL N,N,N’,N'-
Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich, T9281) que cataliza la reaccion
Figura 32.
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Una vez preparada la solucién, se agrega una gota de 20 pyL de gel sobre la
superficie del portaobjeto silanizado e inmediatamente, se coloca encima un
cubreobijeto siliconizado y se ejerce una leve presion sobre el mismo, asegurando
una extension uniforme de la solucion de gel (Kumari et al., 2020).

Se dejan polimerizar durante 1 hora a temperatura ambiente y luego, se sumergen
en PBS 1X durante 30 minutos. Finalmente, los cubreobjetos se retiran con
cuidado utilizando una aguja estéril y se mantienen sumergidos en PBS 1X a 4°C
hasta su uso Figura 32. Pueden permanecer almacenados a 4°C hasta por 2

semanas (Fischer et al., 2012).

Tabla 2. Concentraciones de Reactivos para preparar Geles de Poliacrilamida de
Rigidez Variada

Acrilamida 40% | Bis 2% PBS 1X APS 10% | TEMED Rigidez
63 uL 17.5uL 365 uL S5uL 1uL 2 kPa

150 uL 50 uL 300 uL 5uL 1uL 22 kPa
225 uL 100 uL 175 uL 5uL 1uL 60 kPa

Fuente: Barber-Pérez, 2019

Figura 32. Polimerizacion de Solucién de Poliacrilamida método "Sandwich"
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3.5.3 Microscopia de Fuerza de Traccién (TFM) in silico
Ejecutamos, una primera fase de Figura 33A, busqueda de imagenes de

experimentos de microscopia de fuerza de traccién, en las que aparezcan las
microesferas y las células, obtenidas en literatura o fuentes cientificas, y luego
Figura 33B, se aplica el analisis de microscopia de fuerza de traccion utilizando
cédigos basados en diferente herramientas computacionales, obtenidas de
repositorios publicos, lo que nos permite calcular los campos de desplazamiento
de las microesferas y los mapas de fuerza de traccién generadas.

Figura 33. TFM in silico
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e Software 1: Imaged Plugins

En la Figura 34A, se descargar en el repositorio publico

[https://sites.google.com/site/gingzongtseng/tfm], las herramientas de PIVy FTTC

e instalarlas en ImageJ/Fiji. En esta herramienta solo se pueden analizar dos
imagenes, una de referencia “sin célula” y la otra con fuerza ejercida en el sustrato
“con célula”. Se apilan las imagenes y luego se comienza el analisis seleccionando

la herramienta PIV iterativa. Figura 34B, se selecciona el método de correlacién
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cruzada donde se ingresan los tamaros de las ventanas de interrogacion a utilizar.
Luego de esto, se guarda el archivo en formato de texto y, adicionalmente, se
guarda la imagen del campo de vectores del desplazamiento de las microesferas
y la barra de color. Figura 34C, se reconstruye las fuerzas basadas en los
desplazamientos medidos utilizando la herramienta FTTC. Se selecciona la opcion
FTTC Calculation, se abre el archivo de texto generado en el paso anterior y se
ingresan las propiedades mecanicas del gel. Al finalizar, se guarda el archivo de
texto de FTTC, al igual que el campo de vectores de las fuerzas reconstruidas y

la barra de color (Qingzong, 2011).

74



Figura 34. TFM in silico mediante ImageJ
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e Software 2: pyFTTC para Python

Creado en Biorender. Galarza, A. (2025)

Para este software se requiere tener la Python (version 3.8) y descargar el entorno

de Anaconda. Figura 35A, El analisis del campo de desplazamiento y la

reconstruccion del campo de las fuerzas de traccion se generan utilizando el

céodigo pyFTTC que se encuentra en el

repositorio publico GitHub

[https://github.com/yuyousamal/pyFTTC]. Se descarga y se guarda todos los

archivos del repositorio en una carpeta llamada pyFTTC. En este software, se
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requiere que las imagenes de referencia se guarden en una carpeta diferente a la
imagen con fuerza, ademas de esto se requiere que las imagenes tengan una
profundidad de bits de 8-bit,16-bit o 32-bit. Se abre en el ordenador “anaconda
prompt”, se crea un “environment” y se verifica la versién de Python. Luego de
esto, se ingresan lo siguientes comandos: conda install -c conda-forge openpiv,
pip install opencv-python; requeridos para la ejecucion del cédigo. Finalmente, se
cambia el directorio del entorno al directorio donde se encuentran los archivos
descargados previamente. Figura 35B, se ejecuta la interfaz de usuario “GUI.py”.
En la interfaz de usuario se ingresan, las imagenes, la configuracion para el
analisis de PV, las propiedades mecanicas del gel y la configuracién para guardar
los datos. Se procede a realizar el analisis y al terminar, el codigo nos informa que

el analisis fue culminado.
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Figura 35. TFM mediante Python
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e Software 3: TFM v1 para MATLAB

Para realizar el analisis de microscopia de fuerza de traccion en MATLAB, se debe
descargar los archivos que se encuentran en el repositorio publico de GitHub
[https://github.com/MBPPIlab/TEM v1]. Figura 36A, las imagenes deben ser

multicanal adquiridas en un lapso de tiempo. Primeramente, se procesa la imagen

en Fiji/lmaged utilizando el macro Crop_Save Mask.ijm. Por medio de esta, se
selecciona manualmente la regidén de la imagen que se va a analizar en MATLAB.
Figura 36B, se ejecuta el codigo fuente TFM_v1.m, y se abre un cuadro de dialogo
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para ingresar los parametros necesarios para el analisis. Se selecciona el archivo
que se genera en ImagedJ/Fiji y se procede a realizar el calculo del desplazamiento
de las microesferas y la reconstruccion de las fuerzas de traccion y se guardan

automaticamente.

Figura 36. TFM mediante MATLAB
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CAPITULO IV



CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS
OBJETIVO ESPECIFICO N°1: Obtener matriz extracelular descelularizada,

como estrategia in vitro para modelar ecosistemas extracelulares.

RESULTADOS
5.1 Descelularizacién de Secciones de Cerebro Porcino
Los protocolos de descelularizacion empleados en esta investigacion varian

significativamente en duracién, la cual marcé un impacto pronunciado en la
pérdida de material al final de la descelularizacion. Se demuestra en la Figura 37,
los tiempos de incubacion por protocolo en conjunto con los reactivos y materiales

utilizados.

Figura 37. Duracion (en dias) de Protocolos de Descelularizacion
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Se observaron cambios macroscopicos significativos durante la descelularizacién,
con una pérdida de coloracion rojiza a blanquecina, una reduccion de tamarnio,

cambio de textura y el cambio de coloracion en el liquido en el que estaban
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sumergidos de un color crema a transparente, lo cual indica que hubo una
remocion de contenido celular. Estos cambios se muestran en la Figura 38, en el
cual en la fila superior se muestran los tejidos cerebrales nativos con una
coloracion rojiza asociada al contenido celular, mientras que en las filas inferiores
se presentan los tejidos después de ser sometidos a distintos protocolos de
descelularizacion, evidenciando la pérdida de coloracion mostrando una
apariencia blanquecina indicando remocion de contenido celular (DeQuach et al.,
2011; Reginensi et al., 2025).

Figura 38. Descelularizacion de Secciones de Cerebro Porcino

Cerebelo Corteza Cerebral Areas Remanentes

Nativo
Crapo

Descelularizado
Dutton

Simsa

81



e Protocolo A: Crapo et al., 2012

El protocolo adaptado de Crapo et al. (2012), con una duracién de 2 dias, y el uso

de diversos agentes quimicos y enzimaticos, mostré menor pérdida de masa en

comparacién con los demas protocolos utilizados en nuestro trabajo. El cerebelo

presentd una pérdida de masa de 64.5% en el hemisferio derecho 'y 71.4% en el

izquierdo. En la corteza cerebral, la pérdida fue de 73.5% en el hemisferio derecho

y 32.7% en el izquierdo. Finalmente, el tronco encefalico mostréo pérdidas

menores, de 24.6% en el hemisferio derecho y 17.3% en el izquierdo, mostrado

en la Tabla 3.

Tabla 3. Pérdida de Masa en Protocolo de Descelularizacion A

Porcentaje de

Seccion Hemisferio | Peso inicial | Peso final _
pérdida de masa
Derecho 43749 116 g 73.49 %
Corteza Cerebral
Izquierdo 554 ¢ 3.73 g 32.68 %
Derecho 3.74 g 1.33 ¢ 64.50 %
Cerebelo
Izquierdo 5379 1.53¢ 71.44 %
Tronco Derecho 4.86 ¢ 3359 24.60 %
Encefalico Izquierdo 5379 4.45g 17.27 %

e Protocolo B: Sackett et al., 2018

El protocolo adaptado de Sackett et al. (2018), incluyé dos tratamientos fisicos

ademas de agitacion, siendo una homogenizacién y dos ciclos de centrifugacion.

Este protocolo de descelularizacion mostré que el cerebelo mostré la mayor

pérdida de masa, con un 91.8% en el hemisferio derecho y 73.1% en el izquierdo.

La corteza cerebral presentoé pérdidas de 78.9% en el hemisferio derecho y 61.0%
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en el izquierdo, mientras que el tronco encefalico mostré reducciones menores,
de 63.2% y 60.8%, respectivamente, mostrada en la Tabla 4.

Tabla 4. Pérdida de Masa en Protocolo de Descelularizacion B

Porcentaje de
Seccion Hemisferio | Peso inicial | Peso final _
pérdida de masa
Derecho 5.515¢ 1.162 g 78.93 %
Corteza Cerebral
Izquierdo 7.356 g 2872¢g 60.95 %
Derecho 5149 0420 g 91.82 %
Cerebelo
Izquierdo 6.258 g 1.683 g 73.10 %
Tronco Derecho 5.367 g 1.977 g 63.16 %
Encefalico lzquierdo | 6.449 g 2.529 g 60.78 %

e Protocolo C: Simsa et al., 2021

El protocolo adaptado de Simsa et al. (2021), basado en el uso del detergente

SDC 1% durante 3 dias, condujo a una reduccion significativa de la masa total del

cerebro nativo, representando aproximadamente superior del 93% de pérdida, con

valores especificos por region de 93.47% en cerebelo, 97.59% en corteza cerebral

y 95.9% en tronco encefalico, mostrada en la Tabla 5.

Tabla 5. Pérdida de Masa en Protocolo de Descelularizacion C

Peso Porcentaje de
Seccién Hemisferio Peso final
inicial pérdida de masa
Cerebelo Completo 12.206 g 0.796 g 93.47 %
Corteza
Completo 36.033 g 0.867 g 97.59 %
Cerebral
Tronco
. Completo 26.492 g 1.082 ¢ 95.9 %
Encefalico
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En conjunto, los resultados evidencian que los protocolos que utilizan agentes
mas agresivos como SDC, SDS y que tienen una duracién de mas tiempo
correspondientes al protocolo B y C, producen mayores pérdidas de masa en
comparacién con protocolos que tienen menor tiempo de descelularizacion
correspondientes al protocolo A, conservando mayor peso al final del

procedimiento Gréfica 1.

Grafica 1. Reducciéon de Masa Cerebral por Protocolo de Descelularizacion
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5.2 Cuantificacion de ADN de dbECM
Tras la descelularizacion, se realizé la cuantificacidon del ADN residual para

evaluar la eficacia del proceso de descelularizacién por protocolo. Se realizé una
electroforesis de gel de agarosa para observar presencia de ADN en las muestras

nativas y descelularizadas basadas en distintos protocolos, de distintas regiones
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cerebrales: corteza cerebral (Cx), cerebelo (Cb) y tronco encefalico (Tr). Las
muestras nativas indican una gran presencia de ADN de alto peso molecular, ya
que mantiene el contenido genético original. Mientras que la muestra
descelularizada del protocolo A, encontrados en la Figura 39, y los protocolos B y
C, encontrados en la Figura 40, no mostraron bandas en las que indiquen que
mantuvieron contenido de ADN, lo que nos sugiere que los protocolos de

descelularizacion fueron efectivos en la eliminaciéon de contenido celular.

Figura 39. Gel de Agarosa (Protocolo A)
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Figura 40. Gel de Agarosa (Protocolos B y C)
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La cuantificacion de ADN mediante el ensayo PicoGreen mostrd una disminucién
significativa del contenido de ADN tras la descelularizacion en comparacion con
las muestras nativas (=1600 ng/mL). Los cuatro protocolos evaluados lograron
una reduccién superior al 95% del ADN total. Entre ellos, los protocolos A y B
presentaron las menores concentraciones residuales, lo que sugiere una
eliminacién mas eficiente del material nuclear Grafica 2. Las diferencias entre
regiones (corteza, cerebelo y tronco encefalico) fueron leves, aunque el tronco
mostré valores ligeramente mas altos, posiblemente asociados a su estructura
tisular mas densa. En conjunto, los resultados confirman la efectividad de los

procesos de descelularizacion empleados.

Gréfica 2. Cuantificacion de ADN mediante el Ensayo de Picogreen
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OBJETIVO ESPECIFICO N°2: Establecer la fabricaciéon de sustratos de
poliacrilamida para el analisis de la distribucion de fuerzas celulares
mediante microscopia de fuerza de traccién in silico, aplicando distintas

herramientas computacionales.

5.3 Gel de Poliacrilamida (PA)
Los geles de poliacrilamida (PA) fueron preparadas siguiendo las concentraciones

de gel de rigidez variada basada en el trabajo de Barber-Pérez (2019). Para el
mismo, se mezcldé acrilamida al 40% (mondmero) con bis al 2% (agente
reticulante). Luego, al agregar el persulfato de amonio (APS) al 10% se inicio el
proceso de polimerizacion y se aceler6 el proceso al agregar
tetrametiletilendiamina (TEMED). Esta mezcla fue colocada entre un portaobjeto
tratado con una solucion silanizante lo que permite la adherencia (Morillo & Castro,
2011), y encima, se coloco un cubreobjeto tratado con silicona comercial Rain-X®

(Wong et al., 2014) para aplastar la solucion.

En la Figura 41, se muestra el sistema con la técnica denominada “sandwich”,
para la polimerizacién de los geles de poliacrilamida, donde el gel se encuentra
entre el portaobjeto silanizado y el cubreobjeto siliconizado. Este método resulta
preferible para asegurar un espesor controlado y una superficie uniforme del
hidrogel segun Barber-Pérez (2019), Caliari & Burdick, (2016) y Ribeiro et al.,
(2016).

87



Figura 41. Método "Sandwich" para Polimerizacion de Gel de Poliacrilamida

Obtuvimos geles de poliacrilamida con superficies planas y uniformes, las cuales
pueden ser utilizadas para cultivo celular y observar la respuesta de las células
con respecto a la rigidez de gel. En la Figura 42, se muestran tres geles de
poliacrilamida con rigidez variada, siendo blanda (~2kPa), intermedia (~22kPa) y

rigida (~60kPa) (izquierda a derecha, respectivamente).

Figura 42. Gel de Poliacrilamida de Rigidez Variada

Durante el procedimiento, nos encontramos con ciertas dificultades en donde se
observaron desprendimientos parciales del gel de poliacrilamida. Esto es evidente

en la Figura 43A, se puede ver el desprendimiento del gel de poliacrilamida, la
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cual, quedd adherido tanto en el cubreobjeto siliconizado como en el portaobjeto
silanizado, Figura 43B, se puede ver un gel de poliacrilamida completamente

polimerizado, con una superficie uniforme y bordes completos.

Figura 43. Formacion de Gel de Poliacrilamida al retiro de Cubreobjeto

5.4 Microscopia de Fuerza de Traccion (TFM)
e Software 1: Imaged Plugins

Para el primer software, utilizamos la imagen de prueba dada por Qingzong, 2011,
mostrada en la Figura 44. Esta imagen se apila en ImagedJ, para luego utilizar el
plugin PIV iterative de correlacion cruzada para realizar el campo de vectores del
desplazamiento de las microesferas, para esto utilizamos multiples ventanas de
interrogacion (PIV1: 128 pixeles, PIV2: 64 pixeles y PIV3: 32 pixeles), dando como
resultado un desplazamiento minimo de las microesferas en pixeles con valora 0
indicado de color negro, y un desplazamiento maximo de las microesferas en
pixeles de 11 con un color rojo. A partir de este analisis, se procedio a ejecutar el
plugin FTTC para realizar el campo de vectores de la reconstruccion de las fuerzas

en Pa, donde la fuerza va desde los 0 Pa hasta una fuerza de 339 Pa Figura 45.
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Figura 44. Imagen de Microesferas
Referencia Fuerza Ejercida

“Sin Células” “Con Ceélulas”

Fuente: Qingzong, 2011

Figura 45. Campo de Desplazamiento (pixeles) y Campo de Fuerzas (Pa)
mediante ImageJ

Campo de Desplazamiento Campo de Fuerzas

(pixeles) (Pa)

e Software 2: pyFTTC para Python

Para el segundo software, realizamos una prueba inicial utilizando igualmente con

las imagenes de las microesferas utilizada para el software de ImageJ/Fiji
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(Qingzong, 2011). Esta medida fue realizada por el articulo fuente del cédigo, M.
Zhang et al. (2024), como control. Se ingreso la ubicacion de la carpeta donde se
encuentra la imagen sin célula, se ingres6 la imagen con fuerza ejercida por
separado y se ejecutd el codigo. Pasado unos segundos, se guardaron los
resultados en una carpeta, como se muestra en la , se generé un campo de
vectores del desplazamiento de las microesferas en pixeles en donde el
desplazamiento menor es del 0.07 pixel, mientras que el mayor desplazamiento
fue de 11.18 pixeles mostrado de color rojo. Adicionalmente, se generd el campo
de fuerzas en Pa, donde la fuerza menor registrada fue de 0.36 Pa mientras que

la fuerza maxima fue de 1273.64 Pa Figura 46.

Figura 46. Campo de Desplazamiento (pixeles) y Campo de Fuerzas (Pa)
mediante Python

Campo de Desplazamiento Campo de

(pixeles) Fuerzas (Pa)

e Software 3: TFM v1 para MATLAB

Para el tercer software se utilizdé la imagen de prueba dada por Kumari et al.
(2020). Esta imagen es multicanal que contiene imagen de las células, las
microesferas y de la mascara de las células, tomadas en intervalos de tiempo
(frames). Primeramente, se procesé esta imagen por ImageJ/Fiji para delimitar la

region a analizar en MATLAB. Después, se ejecuté el codigo fuente en MATLAB
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y nos genero “peliculas” basadas en el movimiento de la célula en los tiempos en
las que se adquirieron las imagenes y en cada una de ellas, se delimita la region
de la célula. En la Figura 47, se observa que se gener6 el campo de
desplazamiento de las microesferas indicando las microesferas identificadas por
el cédigo al igual que la direccion en las cuales fueron desplazadas. Estas flechas
se van alargando o achicando en base a qué tanto de movié la microesfera.
También se generd el desplazamiento de microesferas como un campo de
vectores, en donde se aprecia un “heatmap”, la cual nos muestra en nanémetros
el desplazamiento total de las microesferas, siendo el mayor desplazamiento de
200nm, indicado de color rojo oscuro y, finalmente el campo de vectores de las
fuerzas en Pa, donde nos delimita las fuerzas generadas por cada microesfera;
es debido a esto que se aprecian valores tan pequefios de fuerzas. A diferencia
del primer archivo generado, en estos dos ultimos solo se observa una flecha
indicando el desplazamiento de la microesfera, sin alargarse o achicarse

dependiendo del desplazamiento.

Figura 47. Campo de Desplazamiento (nm) y Campo de Fuerzas (Pa) mediante
MATLAB

Desplazamiento de microesferas Desplazamiento de microesferas (nm) Campo de fuerzas (Pa)
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS
OJETIVO ESPECIFICO N°1: Obtener matriz extracelular descelularizada,

como estrategia in vitro para modelar ecosistemas extracelulares.

5.1 Descelularizacién de Cerebro Porcino
La descelularizacion es un proceso esencial para el campo de ingenieria de

tejidos, disenado para eliminar contenido celular de un tejido u 6rgano especifico,
manteniendo la integridad de la matriz extracelular. Dado que la matriz
extracelular descelularizada conserva componentes y estructura especifica del
tejido u 6rgano, se ha convertido en un foco de investigacién clave en el campo
de ingenieria tisular y biomedicina, como organoides, modelos de enfermedades
y de transporte de farmacos, electrospinning, bioimpresién, reconstruccién y
rehabilitacion de tejidos y transplante por medio de cultivo celular (Aguilera-
Marquez et al.,, 2022; Axpe et al., 2020; Badylak, 2005; Geckil et al., 2010;
Ghuman et al., 2018; Guo et al., 2024b; Heath, 2019; Hussey et al., 2018; Q. Li et
al., 2022; T. Lin et al., 2018; Mase et al., 2010; Modo, 2019; Nelson et al., 2024;
Politrén-Zepeda et al., 2024; Simsa et al., 2021; Vorotnikova et al., 2010; Xia et
al., 2025; J. Yang et al., 2022; Yin et al., 2016; Zamponi et al., 2023).

Por lo tanto, resulta de suma importancia elegir técnicas de descelularizacion que
logren: mantener la estructura de la matriz y remover suficiente material genético
de la matriz, lo que nos asegura una efectiva descelularizacion del tejido. La
seleccidon de métodos de descelularizacién dependera del tejido u 6rgano a

trabajar y la aplicabilidad de este (Crapo et al., 2011).

Adicional a lo mencionado anteriormente, para la generacion de un hidrogel a
partir de una matriz extracelular descelularizada, es necesario mantener proteinas
de la matriz para lograr la reconstitucion de la matriz en forma de hidrogel (Turan
Sorhun et al., 2023).
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El cerebro porcino usualmente es seleccionado para realizar estudios en el campo
de la neurociencia, debido a su similitud en tamafo, composicién y desarrollo en
comparacién al cerebro humano (Sauleau et al., 2009). Aunque la utilizacion de
tejido cerebral ha sido poco explorada, recientemente su aplicacion a aumentado
para estudios de regeneracion y degeneracion cerebral (Crapo et al., 2012;
DeQuach et al., 2011; Diamond, 2021; Hong et al., 2020; Le et al., 2024; T. Lin et
al., 2018; Reginensi et al., 2025; Simsa et al., 2021; Xia et al., 2025)

En nuestro trabajo utilizamos cuatro protocolos de descelularizacién para cerebro
porcino, las cuales integran diversas técnicas y reactivos de descelularizacién
para asegurar una remocion de contenido celular al igual que mantener la

integridad de este.

e Protocolo A: Crapo et al., 2012

Observamos que para el protocolo adaptado de Crapo et al. (2012), tiene una
duracion de dos dias, en el cual el primer dia se basa solo en un lavado inicial y
en el ultimo dia se agregan diferentes detergentes quimicos. Este método nos
permitid mayor conservacion de material al final del protocolo, beneficioso para
aplicaciones que requieren mantener mayor material. Estos resultados se alinean
al trabajo de Reginensi et al. (2020), en el cual comparé un protocolo de
descelularizacion de 4 dias con el de Crapo et al. (2012), donde hubo menor
pérdida de material en el protocolo de poca duracién (2 dias) en comparacion con

el protocolo de mayor duracién (4 dias) (Reginensi et al., 2020).

e Protocolo B: Sackett et al., 2018

El protocolo adaptado de Sackett et al. (2018) se distingue por realizar técnicas
fisicas de homogenizacion y centrifugacion, la cual ha sido utilizado en estudios
de tejido adiposo (Choi et al., 2012), pancreas (Sackett et al., 2018) y cerebro
(Turan Sorhun et al., 2023). Estas aproximaciones, aunque eficaces para la

disrupcion celular, se han asociado con la pérdida significativa de
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glucosaminoglicanos (GAGs) y proteinas estructurales, lo que puede afectar la
masa residual (Choi et al., 2012; Mendibil et al., 2020).

La arquitectura de la matriz extracelular utilizando la técnica de homogenizacion
dependera de la intensidad y la duracion de la homogenizacion. Segun Sackett et
al. (2018), reportan que la inclusion de la homogenizacion mejord
significativamente la eliminacion de lipidos, al igual que Y. C. Choi et al. (2012).
En nuestro trabajo, no se realizé una prueba histologica para determinar si hubo
efectivamente una eliminacion de lipidos, por lo tanto, resulta complicado poder
comparar nuestros resultados con trabajos que han realizado este paso. El
porcentaje residual del cerebelo perteneciente al hemisferio derecho fue de
8.18%, siendo similar a los resultados reportados por Y. C. Choi et al. (2012),
obteniendo un porcentaje residual del 8% y 10% de la masa tisular original,
dependiendo de la fuente tisular especifica (Y. C. Choi et al., 2012). Mientras que
las otras regiones presentaron un porcentaje residual superior, comprendiendo un
21% a 39%, lo que nos demuestra que la intensidad, duracion de homogenizacion

y el tejido utilizado, puede variar el porcentaje residual final.

e Protocolo C: Simsa et al., 2021

El protocolo adaptado de Simsa et al. (2021), mostré una reduccién significativa
de la masa total del cerebro nativo, similarmente en el trabajo de Simsa et al.
(2021), donde realizaron una descelularizacion comenzando con 400 g de cerebro
porcino, y reportaron una disminucion aproximada del 98.7% del peso total del
cerebro nativo después de la descelularizacién, resultando con un peso final de
6.21 £+ 1.59 g. Este protocolo de descelularizacion se basa en el uso del
detergente quimico SDC al 1%; este es un detergente idnico fuerte que si esta a
una concentracion superior al 4% puede destruir la integridad estructural del tejido
a trabajar (Akbari Zahmati et al., 2017). Adicionalmente, los protocolos que
involucren el uso de este detergente deben ser seguido con agentes como DNasa

para reducir la aglutinacion de ADN en la superficie del tejido (Moffat et al., 2022b),

95



por lo tanto, se traté con DNasa | durante 24 horas para remover fragmentos de
ADN residuales.

5.2 Cuantificacion de ADN
Nuestros resultados en la electroforesis en gel de agarosa mostraron una efectiva

remocion del ADN en tejidos cerebrales porcinos descelularizados
independientemente de los protocolos utilizados. Los tejidos nativos exhibieron
bandas evidentes correspondientes a fragmentos de ADN de alto peso molecular,
mientras que en los tejidos descelularizados no se observaron bandas visibles,
indicando una fragmentacién significativa y una reduccion en el tamafio del ADN

residual.

Estos resultados concuerdan con reportes previos, Crapo et al. (2012) no
observaron bandas en los geles de agarosa de muestras de sistema nervioso
central porcino descelularizadas, indicando que el tamafio maximo de los
fragmentos de ADN residual no supero los 200 pares de bases (pb), lo que es un
indicador aceptado para la seguridad y biocompatibilidad del andamio.

De manera similar, Reginensi et al. (2025) confirmd mediante electroforesis en
geles de agarosa que, en las secciones de corteza cerebral, cerebelo y areas
remanentes descelularizadas, las bandas de ADN no estan presentes en el gel,
demostrando que el ADN se encontraba fragmentado con tamafos inferiores a

200 pb, mientras que los tejidos nativos mantenian un ADN de alta longitud.

Ademas, Turan Sorhun et al. (2023) reporté que en sus estudios de diferentes
protocolos de descelularizacion aplicados a tejido porcino, el protocolo adaptado
de Simsa et al. (2021) no mostraron bandas detectables de ADN en el gel,
mientras que el protocolo adaptado de Sackett et al. (2018) si tuvo una presencia
visible en el gel de agarosa, evaluado posteriormente mediante un ensayo

cuantitativo (Picogreen) que aun quedaba ADN residual en este ultimo.
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El tejido nativo mostro, como era esperado, concentraciones muy elevadas de
ADN en todas las regiones evaluadas (corteza, cerebelo y tronco encefalico),
superando ampliamente los 1600 ng/mL. Esto refleja la integridad y abundancia
de ADN en muestras frescas.

En contraste, las muestras descelularizadas presentaron concentraciones
residuales de ADN inferiores a 50 ng/mL en la mayoria de los casos, evidenciando
la eficacia de los métodos utilizados para eliminar material nuclear. Estos
resultados son consistentes con observaciones reportadas en la literatura, como
el estudio de Turan Sorhun (2023), donde también se documentd que ciertos
protocolos de descelularizacion pueden dejar cantidades residuales de ADN mas
elevadas, detectadas mediante PicoGreen, incluso cuando el gel de agarosa no
mostré bandas evidentes. Esto subraya la importancia de combinar métodos
cualitativos (gel de agarosa) y cuantitativos (PicoGreen) para una evaluacion

precisa de la descelularizacion.

Segun Crapo et al., 2011, existen tres criterios minimos que garantiza que la
descelularizacion ha sido efectiva: 1) Menos de 50 ng de ADN bicatenario residual
por mg de peso seco de ECM en el caso de Picogreen, 2) < longitud del fragmento
de ADN de 200 pares de bases (bp) en el caso de gel de Agarosa (Crapo et al.,
2011).

OBJETIVO ESPECIFICO N°2: Establecer la fabricaciéon de sustratos de
poliacrilamida para el analisis de la distribucion de fuerzas celulares
mediante microscopia de fuerza de traccién in silico, aplicando distintas

herramientas computacionales.

5.3 Gel de Poliacrilamida
La rigidez de gel de poliacrilamida es determinada por la concentracion relativa de

la acrilamida y bis-acrilamida, donde se forman enlaces cruzados y genera una

red polimérica. Si aumentamos la concentracién de bis-acrilamida, se incrementa
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el grado de reticulacion, obteniendo una mayor rigidez del gel (Barber-Pérez,
2019; Kumai et al., 2021; Tse & Engler, 2010).

Usualmente, para determinar el médulo de elasticidad o rigidez de los geles de
poliacrilamida fabricados, se emplean técnicas como la microscopia de fuerza
atomica (AFM). Esto se debe a que los geles de poliacrilamida son ampliamente
utilizados como sustratos en estudios celulares por ser biocompatibles, con una
rigidez ajustable de manera precisa y poseer propiedades mecanicas que imitan
el ambiente fisiologico celular (Kumai, 2021). La AFM es especialmente valiosa
en este contexto por su alta resolucion nanométrica y su capacidad para medir de
forma directa y localizada el médulo de elasticidad de materiales blandos, como
los geles de poliacrilamida Gadegaard 2006, Lee 2018, Garcia Herrera 2023,
Reserva 2023, Ahmine, 2024).

En este trabajo, nos basamos en una tabla de concentraciones de acrilamida y bis
acrilamida para obtener una rigidez especifica de gel, establecida en el trabajo de
Barber-Pérez (2019), la cual utilizé la técnica de microscopia de fuerza atomica,
para determinar la rigidez del gel generado. Aunque no realizamos una medicién
directa de la rigidez del gel, hicimos una prueba de indentacion utilizando una
aguja en los tubos donde se realizaron las distintas mezclas de gel y notamos que
la solucion perteneciente al gel mas rigido (~60kPa) mostré mayor resistencia al
momento de pinchar el gel, mientras que el gel mas blando (~2kPa) presento el

efecto contrario.

El desprendimiento parcial del gel de poliacrilamida puede deberse a una
polimerizacién incompleta o parcial del gel, afectando la estabilidad del gel al
momento de retirar el cubreobjeto siliconizado. Otra razén involucra el paso de los
tratamientos de las superficies de vidrio. Tratamientos incorrectos, pueden
generar discontinuidades en la funcionalizacion, facilitando el despegue del gel
(Barber-Pérez, 2019; Morillo & Castro, 2011). Mientras que en el paso de la
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limpieza previa de los cubreobjetos si hay alguna presencia de residuos o
contaminantes puede comprometer la adhesiéon del gel durante la polimerizacion
(Wong et al., 2014). Pudimos observar que el tratamiento de siliconizacion no
estaba realizando la funcion de repeler el gel, por lo tanto, el gel quedaba adherido
tanto en el portaobjeto como en el cubreobjeto. Segun las recomendaciones del
fabricante del silicon Rain-X®, garantiza su efectividad en un plazo de 1 a 2 afnos,
siempre y cuando esté almacenado en un lugar bien ventilado, fresco, protegido
de la luz solar y el calor. Al inicio, el silicon estaba cumpliendo con la funcion de
repeler, pero al momento de sobrepasar el plazo recomendado por el fabricante
al igual que al estar expuesto a condiciones de calor, comprometié el desempefio

y funcionalidad de este.

Hay que sefalar que, en este trabajo, no se llevaron a cabo experimentos de
cultivo celular, debido a la limitante de no contar con las microesferas
fluorescentes, insumo esencial para cumplir con el propésito del trabajo de
investigacion. No obstante, se realiz6 la estandarizacion del protocolo para la
generacion de los sustratos basados en gel de poliacrilamida de rigidez variada

establecida.

5.4 Microscopia de Fuerza de Traccién
e Software 1: Imaged Plugins

En la Figura 48, se presentan los resultados obtenidos del analisis de microscopia
de fuerza de traccion utilizando el plugin desarrollado por Qingzong, 2011 por
medio del software ImageJ/Fiji. En Figura 48A, se muestran los resultados
obtenidos por el autor (Qingzong, 2011) disponible en su repositorio, y en Figura
48B, el andlisis realizado en este trabajo.

En ambas imagenes, se observa un patron de desplazamiento de microesferas y
distribucion de las fuerzas similares, donde las zonas con mayores magnitudes -
representados con colores calidos- se concentran en areas especificas donde hay

presencia de mayor traccion celular ejercida sobre el sustrato. Esto confirma que
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el procesamiento del plugin se ejecutd correctamente y que el método de
correlacion cruzada permitié identificar las regiones de deformacion de manera

consistente.

En el campo de fuerzas, los analisis obtenidos en este trabajo resultaron en una
magnitud de fuerzas maxima de 339 Pa, mientras que las obtenidas por el autor
mostraron una magnitud de 369 Pa, evidenciando una diferencia entre magnitudes
minima de aproximadamente 8.8%. Esto sugiere una alta precisién en la

estimacion de fuerzas mediante el procedimiento automatizado del plugin FTTC.

Cabe resaltar que los valores en la barra de color se ajustan automaticamente al
rango de las fuerzas detectadas, aunque puede ser ajustadas manualmente para
mantener correspondencia con el autor. Finalmente, se observo una limitacidon en
la configuracién del modulo Young, donde solo nos permite ingresar tres valores
predeterminados (460 Pa, 1500 Pa y 17 000 Pa). Esto limita la representacion de

la rigidez real del sustrato empleado.
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Figura 48. Analisis de TFM obtenidos por Imaged con los reportados por
Qingzong, 2011

Campo de Desplazamiento Campo de Fuerzas

(pixeles) (Pa)

e Software 2: pyFTTC para Python

En la Figura 49, se presentan los resultados obtenidos a partir del analisis de
microscopia de fuerza de traccion mediante la utilizacion de codigo Python
desarrollado por M. Zhang et al. (2024). En la Figura 49A se muestran los
resultados de referencia obtenidos por el autor M. Zhang et al. (2024), mientras
que en la Figura 49B, se presentan los resultados obtenidos en este trabajo. En
ambos casos, se observan patrones comparables de desplazamiento de
microesferas y distribucion de las fuerzas, evidenciando que la herramienta
empleada también logra identificar correctamente las regiones de deformacion

inducidas por la traccién celular sobre el sustrato.
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En el campo de desplazamiento, los vectores muestran una orientacion y
magnitud similar entre ambos analisis, donde las zonas con mayor
desplazamiento (representadas por tonos calidos) se concentran en areas
localizadas, lo que indica la presencia de una deformacion direccional asociada a
la contraccion celular. Las magnitudes maximas registradas fueron de 11.18
pixeles en nuestros resultados, mientras que en literatura obtuvieron 11.29
pixeles, lo que representa una variacion inferior al 1%, evidenciando una alta

reproducibilidad del algoritmo de correlacién cruzada empleado.

En el campo de fuerzas, las magnitudes maximas fueron de 1273.64 Pa en
nuestros resultados y 1324.96 Pa en literatura. Mostrando una diferencia
aproximada de ~3.9%, siendo un resultado directo de la diferencia de 0.11 pixeles

en el desplazamiento maximo.
Al igual que en la herramienta basada en el uso de ImageJ/Fiji, en esta se puede

realizar ajustes manuales en los valores en la barra de color, tanto para el campo

de desplazamientos al igual que para el campo de las fuerzas ejercidas.
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Figura 49. Analisis de TFM obtenidos por Python con los reportados por Zhang et
al., 2024

Campo de Desplazamiento Campo de Fuerzas

(pixeles)

e Software 3: TFM v1 para MATLAB

Los resultados obtenidos se asemejan al analisis de TFM de Kumari et al. (2020).
En la Figura 50, se comparan los campos de desplazamientos de las microesferas
al igual que el campo de las fuerzas generadas. El patron del desplazamiento de
las microesferas en la Figura 50A es similar en ambos resultados, mostrando una
traccidon direccional ejercida en el sustrato. Sin embargo, en los mapas de
desplazamientos en la Figura 50B, se observa que el maximo desplazamiento en
nuestros resultados es de 200 nm, mientras que en el trabajo de (Kumari et al.,
2020), el desplazamiento maximo es de 160 nm, mostrando en el “heatmap”
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variaciones de intensidad de color que van de acuerdo con la barra de color. Lo
mismo sucede para el campo de fuerzas en la Figura 50C, donde observamos una
fuerza maxima de 4x10~7 Pa mientras que en el trabajo de (Kumari et al., 2020),
es de 3.5x1077 Pa. Obtuvimos pequefias diferencias en nuestros resultados, sin
embargo, los patrones son aproximados con el trabajo original demostrando la

validez del analisis computacional implementado.

Figura 50. Analisis de TFM obtenidos por MATLAB con los reportados por Kumari
et al., 2020

Desplazamiento de Desplazamiento de Campo de fuerzas

microesferas microesferas (nm) (Pa)

Nuestros Resultados

Kumari et al., 2020

Como se muestra en la Tabla 6, los tres softwares empleados para el analisis de
TFM presentan diferencias importantes en su enfoque metodoldgico, nivel de
automatizacién y capacidades de procesamiento, lo que influye directamente en
la reproducibilidad y precision de los resultados obtenidos in silico. En términos
generales, tanto Imaged como pyFTTC se basan en métodos de correlacién
cruzada para el calculo de desplazamientos, mientras que TFM_v1 emplea PTV,
lo que puede explicar algunas de las variaciones observadas en las magnitudes
finales. Asimismo, los softwares difieren en el tipo de entrada aceptada y en su

flexibilidad: ImageJ es mas accesible para analisis rapidos, mientras que pyFTTC
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y MATLAB permiten un mayor control sobre los parametros numéricos y la

posibilidad de automatizar el flujo de trabajo.

Tabla 6. Comparacion de Softwares para TFM (in silico)

Software 1 TFM Software 2 Software 3
Elementos
Plugins py FTTC TFM_v1
Software ImageJ/Fiji Anaconda MATLAB
Lenguaje Java Python MATLAB
Dos imagenes Secuencia de
Secuencia de
apiladas (8- _ Imagenes
Input Imagenes (8-bits,16-
bits, 16-bits,32- multicanal
. bits,32-bits)
bits) (hyperstack)
Alineamiento Plugin Template Subpixel (libreria Alineacion desde
de Imagenes Matching scikit-image) referencia
Analisis de PIV (correlacion- PIV (correlacion-
PTV

Desplazamiento

cruzada)

cruzada)

Andlisis de Transformada de Transformada de Transformada de
Fuerzas Fourier Fourier Fourier
. A manual
Regularizacién A manual A manual (L2) _
(Tikhonov)
. _ Analisis por batch de | Analisis dinamico
. Rapido, simple, | _
Ventajas . imagenes, GUI, filtros real, calcula
accesible )
avanzados energia
Solo 2 imagenes, Alta carga de
sin batch, parametrizacion, lo Requiere de
o configuracion de que puede ser licencia de
Limitaciones L .
regularizacion y abrumador para MATLAB, Imagenes
modulo de Young usuarios sin multicanal
limitada experiencia
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Los resultados obtenidos en los diferentes softwares para TFM in silico, mostraron
diferencias menores al 10% en magnitud maxima de fuerzas respecto al trabajo
original, lo que evidencia la robustez y reproducibilidad de los métodos aplicados.
Aunque este estudio se desarrollé en un entorno in silico, la concordancia entre
los valores obtenidos y los reportados en literatura sugiere que las metodologias
implementadas son suficientemente robustas para ser utilizadas en aplicaciones

experimentales futuras.

Las magnitudes de fuerza observadas en nuestros resultados son coherentes con
fuerzas tipicas generadas por diversas lineas celulares como fibroblastos, células
madre mesenquimales, células tumorales, entre otras (Betz et al., 2011; Dembo &
Wang, 1999; Lekka et al., 2021; Mulligan et al., 2018; Munevar et al., 2001). Por
lo tanto, aun tratandose de un estudio in silico, los valores reproducidos

corresponden a comportamientos celulares tipicos descritos experimentalmente.

En nuestro trabajo utilizamos el mismo modulo de elasticidad reportado en los
protocolos del trabajo original con el fin de comparar directamente nuestros
resultados con los descritos en la literatura. Tras implementar los softwares de
analisis de TFM, nuestro siguiente paso es incorporar la técnica de microscopia
de fuerza atémica (AFM) para medir experimentalmente la rigidez de los geles de
poliacrilamida generados en el laboratorio, basado en el trabajo de Barber-Pérez,
2019). Esto permitira ingresar en el software valores reales de elasticidad
obtenidos de nuestras propias muestras y, por lo tanto, calcular fuerzas celulares
de forma mas precisa. La medicién directa de la rigidez mediante AFM es esencial
para garantizar la fiabilidad y reproducibilidad de los mapas de fuerza obtenidos
en TFM (Joshi et al., 2022; Kumai et al., 2021; Lee et al., 2018; Reserva et al.,
2023; Zachary Gautreau et al., 2006). Ademas, puede ser integrado para medir la

elasticidad y la reologia celular (Moeendarbary & Harris, 2014).
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Ademas de AFM, resulta relevante considerar las pinzas opticas como técnica
complementaria para caracterizar mecanicamente los sustratos utilizados en TFM.
Este método permite cuantificar fuerzas en el rango pico- a nanonewton mediante
el uso de trampas opticas que manipulan particulas micro- o nanométricas sobre
el gel o unidas a componentes celulares (Neuman & Block, 2004). La combinacion
de estas técnicas, fortalece la precision en la determinacién de las propiedades
mecanicas del sustrato y mejora la interpretacion de las fuerzas generadas por las
células, proporcionando un marco mas completo para comprender los procesos
de mecanotransduccion (Bustamante et al., 2021; Catala-Castro et al., 2021; Hu
et al., 2022; Rodenburg et al., 2025; Stilgoe et al., 2024; H. Wang et al., 2022; Wu,
2023).

Como ya hemos visto, la microscopia de fuerza de traccion (TFM) es una técnica
poderosa y ampliamente utilizada que nos permite cuantificar las fuerzas al
registrar las deformaciones inducidas por las células sobre sustratos elasticos (De
La Pena et al., 2021; Denisin et al., 2024; Gil-Redondo et al., 2023; Hur et al.,
2020; Lekka et al., 2021; Mulligan et al., 2018; Style et al., 2014; Zancla et al.,
2022). Su aplicacion abarca sistemas 2D, 2.5D y 3D. En TFM 2D, las células se
cultivan sobre geles elasticos y se cuantifican las fuerzas en el plano XY mediante
el desplazamiento de marcadores incorporados en el sustrato. Este método,
ampliamente estandarizado y apoyado por software robusto, presenta como
principal limitacién la imposibilidad de medir componentes de fuerza en el eje Z,
restringiendo asi el analisis a entornos bidimensionales (Apolinar-Fernandez et
al., 2025; del Alamo et al., 2013; Denisin et al., 2024; Gil-Redondo et al., 2023;
Mustapha et al., 2022; Nguyen & Kilian, 2020; Polacheck & Chen, 2016; Ribeiro
et al., 2016; Zancla et al., 2022; Y. Zhu et al., 2023).

Para resolver esta limitacion surge la TFM 2.5D, en la cual se registran

desplazamientos tanto en el plano como fuera de él, permitiendo estimar fuerzas

normales ejercidas hacia arriba o hacia el interior del sustrato. Esta modalidad
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ofrece un punto intermedio entre la simplicidad del analisis 2D y la complejidad
mecanica del 3D (Apolinar-Fernandez et al., 2025; Blumberg & Schwarz, 2022; H.
Chen et al., 2024; Joshi et al., 2022; Krishnan et al., 2009; Mustapha et al., 2022;
Nerger et al., 2017; Polacheck & Chen, 2016; Zancla et al., 2022). No obstante,
en condiciones fisioldgicas, las células existen inmersas en una MEC
tridimensional, adoptando formas y comportamientos muy distintos a los
observados en cultivos 2D. Esto ha impulsado el interés por medir fuerzas en
sistemas verdaderamente tridimensionales, donde las células se encapsulan en
hidrogeles para estudiar su comportamiento en un entorno mas fisiologico, sin
embargo, estd técnica presenta retos significativos debido al seguimiento
volumétrico de marcadores, la complejidad mecanica inherente de las matrices
biologicas y el elevado costo computacional (Apolinar-Fernandez et al., 2025;
Denisin et al., 2024; Joshi et al., 2022; Mustapha et al., 2022; Polacheck & Chen,
2016; Ribeiro et al., 2016).

Estudios recientes, como Yuan et al. (2023), en el cual utilizan un hidrogel
sintético, pero altamente biomimético, basado en polimeros de
poliisocianopéptidos (PIC), para investigar los efectos de la arquitectura fibrosa y
la mecanica no lineal en las interacciones célula-matriz. En este trabajo, mostraron
que las células pueden deformar y endurecer matrices fibrosas a diferentes
escalas de tiempo a través de mecanismos independientes, siendo una respuesta
rapida asociada al endurecimiento por deformacion y una remodelacion mas lenta
qgue modifica de manera duradera la arquitectura de la matriz (Yuan et al., 2023).
Ademas, emplearon la técnica de TFM, mediante la cual las mediciones de
desplazamiento en la matriz mostraron cémo las células fueron remodelando su
entorno a lo largo del tiempo (Yuan et al., 2023). Mientras que en trabajos como
la de Gershlak et al. (2013), demostraron que combinar geles sintéticos como
poliacrilamida con distintas concentraciones de ECM descelularizada de corazén
de rata en distintas etapas de desarrollo, nos permite estudiar simultdneamente la
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influencia de la rigidez y la composicion bioquimica en las tracciones celulares y

la expresion de marcadores de diferenciacion (Gershlak et al., 2013).
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CONCLUSIONES

Este trabajo permitido implementar estrategias iniciales integradas para el estudio
del ecosistema extracelular desde distintas aproximaciones experimentales y
computacionales. Se lograron implementar herramientas computacionales
accesibles para la caracterizacion de la biomecanica celular, demostrando su

potencial como biomarcador en estudios de la homeostasis celular.

Ademas, se obtuvieron geles de poliacrilamida de distinta rigidez, lo que
demuestra la capacidad de variar y simular condiciones especificas, tanto
normales como patoldgicas, para realizar estudios focalizados y relevantes al
tejido bioldgico. Los protocolos establecidos para la descelularizacion de tejido
cerebral fueron exitosos, alcanzando cantidades de material genético inferiores a
los limites recomendados para procesos de regeneracion celular, asegurando la
calidad del andamiaje biologico.

Aunque la fabricacion del hidrogel basado en matriz extracelular descelularizada
aun esta en proceso, este desafio refuerza la importancia de contar con un
enfoque hibrido que combine técnicas experimentales con analisis
computacionales, ampliando las posibilidades para futuras investigaciones y

aplicaciones biomédicas.

110



RECOMENDACIONES Y LIMITACIONES

Recomendaciones

e Para trabajos futuros, se sugiere incorporar técnicas de caracterizacion

mecanica que nos permite validar de manera directa la rigidez del gel de

poliacrilamida.

Se recomienda asegurar la disponibilidad constante de insumos criticos,
como microesferas fluorescentes y cerebros porcinos, de manera que se
garantice la continuidad de los experimentos y se logre una base de datos
mas amplia y confiable. Para ello, seria conveniente establecer vinculos
con proveedores o instituciones que faciliten el acceso regular a dichos

materiales.

Se recomienda adicionalmente, realizar pruebas histolégicas para conocer
los componentes de matriz extracelular restantes en las muestras de tejido

cerebral nativo y posterior a la descelularizacion.

Limitaciones

Durante el desarrollo de la presente investigacidon se presentaron diversas

limitaciones que influyeron en el alcance de los resultados.
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La falta de disponibilidad de microesferas fluorescentes impidio llevar a
cabo la microscopia de fuerza de traccién en condiciones experimentales
propias. Por esta razén, fue necesario recurrir a imagenes previamente
reportadas en la literatura cientifica, lo cual restringid el analisis a

condiciones ajenas a nuestro laboratorio.

Otra limitaciéon importante estuvo relacionada en cuanto a la verificacion de
la rigidez de los geles de poliacrilamida, si bien, se prepararon geles de
distinta rigidez utilizando diferentes concentraciones de los reactivos, no
fue posible confirmar experimentalmente la rigidez exacta de los geles.

Esto se debié a la falta de equipos especializados, como microscopia de



fuerza atomica (AFM) o sistemas de reometria, comunmente empleados

para caracterizar la rigidez mecanica de geles.

e Ademas de esto, una limitacion importante fue el acceso reducido a
cerebros porcinos, que constituyen la materia prima fundamental para el
proceso de descelularizacién. La dificultad para obtener este material
bioldgico limitd la cantidad de ensayos realizados y, en consecuencia,

redujo la posibilidad de replicar los experimentos de forma sistematica.
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