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PROLOGO

Las ciencias bioldgicas se caracterizan por una amplia diversidad de areas de
estudio que abarcan desde las moléculas, las células y los microorganismos hasta los
procesos ecologicos y evolutivos. Esta diversidad permite abordar la complejidad de
los sistemas vivos desde distintas escalas de anadlisis y establecer vinculos entre la
investigacion basica, el desarrollo biotecnoldgico, la salud, el ambiente y la reflexion sobre
el conocimiento cientifico.

El segundo tomo de Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias reune
once capitulos que reflejan esta pluralidad de enfoques y perspectivas. Los trabajos
presentan investigaciones experimentales y analisis conceptuales que exploran procesos
biologicos, metodologias de estudio y aplicaciones tecnoldgicas en ambitos como la
biotecnologia, los biomateriales, los productos naturales, la microbiologia, el control
bioldgico, la biorremediacion y la evolucion. En conjunto, las contribuciones muestran la
diversidad de problemas y aproximaciones que caracterizan la investigacion y la reflexién
en las ciencias bioldgicas.

La obra se organiza en tres ejes tematicos que permiten articular los distintos
campos de estudio y destacar las principales aportaciones de los capitulos.

El primer eje, Biotecnologia, biomateriales y aplicaciones de recursos
naturales, relne investigaciones orientadas a la caracterizacion de recursos naturales,
el desarrollo de materiales y la evaluaciéon de sus propiedades bioldgicas. Los
capitulos abordan la optimizaciéon de métodos de extraccion de proteinas vegetales,
la sintesis biogénica de nanoparticulas de 6xido de zinc mediante el uso de aceite de
oliva, la evaluacion citogenética de un extracto acuoso de Taxodium mucronatum, la
elaboracion de membranas de quitosano y alcohol polivinilico para el mantenimiento de
células troncales mesenquimales y el estudio de la actividad antimicrobiana de aceites
ozonizados. En conjunto, estos trabajos muestran distintas estrategias experimentales
para el aprovechamiento de recursos naturales y el desarrollo de materiales y productos
de interés biotecnoldgico y biomédico.

El segundo eje, Microorganismos y estrategias de control biologico y
remediacion ambiental, integra estudios sobre microorganismos, comunidades
microbianas y materiales naturales en contextos agricolas y ambientales. Las
contribuciones incluyen la caracterizacion de una cepa bacteriana con capacidad para
inhibir el crecimiento de hongos fitopatdgenos, el analisis de poblaciones fungicas y
concentraciones de metales en aguas y suelos agricolas, la evaluacion de biomasas

naturales para la remocién de cromo hexavalente y el estudio de la capacidad de



Trichoderma asperellum para remover un colorante sintético en solucion acuosa. Estos
trabajos exploran el potencial de los sistemas bioldgicos y de los recursos naturales en el
control de organismos fitopatdgenos y en el desarrollo de alternativas para la remocién
de contaminantes.

El tercer eje, Evolucion bioldgica, origen del ser humano y conocimiento
cientifico, reline dos capitulos que abordan cuestiones fundamentales sobre la
evolucion bioldgica, el origen del ser humano y la naturaleza del conocimiento cientifico.
Uno de ellos examina la controversia entre evolucion y creacionismo, asi como los
criterios epistemolégicos que permiten distinguir las explicaciones cientificas de otros
tipos de planteamientos. El segundo aborda la cuestion de la existencia del primer ser
humano. En conjunto, ambos trabajos incorporan una perspectiva reflexiva sobre la
evolucion, la interpretacion de la evidencia y la construccion del conocimiento en las
ciencias biologicas.

La integracion de estos tres ejes permite reconocer las ciencias bioldgicas como
un campo dinamico y diverso, en el que la investigacion experimental, la innovacion
tecnolodgica, el estudio de los problemas ambientales y la reflexion sobre el conocimiento
cientifico ofrecen distintas perspectivas para comprender los sistemas vivos. Los
trabajos reunidos en esta obra muestran la amplitud de los temas que conforman este
campo de conocimiento y la variedad de enfoques mediante los cuales se exploran sus
preguntas y desafios.

Esperamos que este volumen contribuya a la difusion del conocimiento cientifico,
al intercambio académico entre investigadores y al fortalecimiento de nuevas perspectivas

de estudio en las ciencias biologicas y sus tecnologias.

Dra. Alda Rocio Ortiz Muiiiz
Universidad Autonoma Metropolitana

Unidad Iztapalapa, México
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RESUMEN: En este trabajo se sintetizaron
biomateriales a base de quitosano (CTS)/
alcohol polivinilico (PVA) mediante evaporacion
del disolvente, con el fin de obtener
membranas con diferentes topografias para
el mantenimiento y crecimiento de células
madre mesenquimales (hMSC) derivadas
del corddén umbilical, tejido adiposo y pulpa
dental. La topografia de las membranas
obtenidas se analizd mediante microscopia
de fuerza atémica. El comportamiento de
las células mesenquimales cultivadas en
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los materiales se supervis6 mediante técnicas de microscopia optica. Se obtuvieron
membranas con superficies lisas, surcos lineales y celdas hexagonales, que mostraron
una elevada higroscopicidad al exponerse a medios acuosos. Se demostré que las
células mesenquimales cultivadas en las membranas eran viables a las 24 horas; sin
embargo, mantuvieron una morfologia esférica, formando conglomerados. Al realizar
subcultivos de estas hMSC en cajas de cultivo, adquirieron una morfologia fibroblastica
tipica y proliferaron en las cajas; es decir, las células mesenquimales mantuvieron su
viabilidad y tuvierdn la capacidad de volverse a adherir al sustrato de cultivo. Por lo tanto,
las membranas de CTS/PVA podrian utilizarse como posibles vehiculos o portadores de
células madre mesenquimales para la administracion de materiales bioldgicos y la terapia
celular en medicina regenerativa.

PALABRAS CLAVE: células troncales mesenquimales; membranas; quitosano; alcohol
polivinilico.

MEMBRANES BASED ON CHITOSAN-POLYVINYL ALCOHOL WITH VARIOUS
TOPOGRAPHIES FOR THE MAINTENANCE OF MESENCHYMAL STEM CELLS

ABSTRACT: In this study, chitosan (CTS) and polyvinyl alcohol (PVA) biomaterials
were synthesized via solvent evaporation to produce membranes with different
topographies for the maintenance and growth of mesenchymal stem cells (hMSCs)
derived from umbilical cord, adipose tissue, and dental pulp. The topography of the
resulting membranes was analyzed using atomic force microscopy. The behaviour of
mesenchymal cells cultured on the materials was monitored using optical microscopy.
Membranes with smooth surfaces, linear grooves, and hexagonal cells were obtained,
all of which exhibited high hygroscopicity when exposed to aqueous media. It was
demonstrated that mesenchymal cells cultured on the membranes remained viable
after 24 hours; however, they maintained a spherical morphology and formed clusters.
When these hMSCs were subcultured in culture dishes, they acquired a typical
fibroblastic morphology and proliferated, maintaining their viability and adhesion
properties. Therefore, CTS/PVA membranes could serve as potential vehicles or
carriers for mesenchymal stem cells for the delivery of biological materials and cell
therapy in regenerative medicine.

KEYWORDS: mesenchymal stem cells; membranes; chitosan; polyvinyl alcohol.

1. INTRODUCCION

El estudio de las células troncales como base en terapia celular impulsa la
medicina regenerativa. La administracién de farmacos asistida por material biolégico y
la terapia celular se han estudiado cada vez mas en los ultimos anos. (Hussen BM,, et al.,
2024). Un vehiculo o acarreador adecuado, no solo puede proteger a las células madre
de agresiones mecanicas y prevenir la migracion fuera de los sitios objetivo, sino que

también, les proporciona condiciones de crecimiento adecuadas.
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En este sentido, el microambiente de las células troncales juega un papel
importante en la iniciacion y regulacion de su diferenciacion (Qu, Fu, Han, & Sun,
2019). Ese comportamiento es modulado por propiedades de los biomateriales tales
como el tamano de poro, la topografia, la geometria y la rigidez; éstas promueven la
distribucion celular, la adhesion, la migracion, la morfologia, la proliferacion y finalmente
la diferenciacion hacia estirpes con alto valor para su uso en la regeneracion de
diversos tejidos, como cartilago, 6seo, dental, pancreatico, entre otros. (Jingming Gao
et al., 2022; Qu et al., 2019)

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero sintético, hidrofilico y biocompatible,
incoloro e inodoro, preparado mediante la hidrélisis del poli(acetato de vinilo), donde
los grupos acetato se reemplazan por hidroxilos (Pugar D. et al., 2024), por otro lado,
el quitosano (CTS), un polisacarido natural derivado de la quitina (Gholap AD. Et al.,
2023), ambos son utilizados para diferentes aplicaciones en la ingenieria de tejidos.
Estos materiales son utiles en biotecnologia médica y farmacéutica, como excipiente,
adhesivo, formador de peliculas, matriz, en preparaciones oftalmicas y medicamentos
de liberacion controlada, entre otras diversas aplicaciones. (Martinez-Vela, L. et al.,
2026). Sin embargo, algunas de ellas requieren mejorias en las propiedades mecanicas
y topograficas, para lo cual se han modificado mediante agentes quimicos reticulantes
como el glutaraldehido o la epiclorhidrina y se han utilizado moldes metélicos (Pugar D.
et al., 2024; Garnica-Palafox IM et al., 2014).

Por lo anterior, en este trabajo se plante6 utilizar biomateriales a base de quitosano
y alcohol polivinilico tipo membranas con diversas topografias, que puedan ser utilizados
como soportes en medicina regenerativa para el mantenimiento de células troncales
mesenquimales humanas (hMSCs). La respuesta celular fue analizada mediante métodos

de cultivo celular, microscopia optica y de fuerza atdomica.

2. METODOLOGIA
21. PREPARACION DE LOS BIOMATERIALES A BASE DE CTS-PVA

Para la preparacion de las membranas de CTS y PVA se siguio lo descrito por
(Garnica-Palafox et al., 2014).

Supensiones poliméricas: Se prepard una suspension de quitasol al 2.5% p/v en
una solucién de acido acético 0.4 M (2.5g en 100 mL de acido acético 0.4 M) y de dejo
en agitacion mecanica por 2 horas. La suspension de PVA se preparo al 7.8% p/v en agua

destilada a 90°C manteniendo en agitacién magnética por 2 h.
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La mezcla de CTS-PVA se prepard en una proporcion 4 a 3 respectivamente,
dejando en agitacion por 2 horas. Se pesaron 100 g de esta mezcla y se procedio al
entrecruzamiento quimico con epiclorhidrina, se llevdo en bafo maria a 40 °C y con
agitacion magnética constante durante 30 minutos, se anadieron 2.85mL de NaOH 1M
(por cada 100 g de mezcla CTS-PVA) como catalizador, agitando por 10 minutos, después

se afnadieron 750 pL de ECH y se dejo en agitacion durante 1 h.

2.2. FORMACION DE LAS MEMBRANAS DE CTS-PVA CON DIFERENTES
TOPOGRAFIAS

Esta mezcla fue agregada a placa de cultivo Petri de 10 centimetros de diametro
para formar la membrana, dejando secar a 37°C por 24 horas. Se realizaron 13 lavados
con agua destilada para retirar acido acético y epiclorhidrina residuales.

Se generaron membranas con tres diferentes topografias superficiales
utilizando moldes metalicos para crear: superficies lisas, surcos lineales en altorrelieve
y celdas hexagonales. Para ello se vertieron 15 mL de la mezcla en una caja Petri de
10 cm de diametro y se colocaron los moldes metalicos con la finalidad de obtener las
topografias deseadas. Se dejaron secando por aproximadamente 2 horas a 60 °C y se
desprendieron de los moldes metalicos cuidadosamente.

Las membranas se recortaron de acuerdo con las dimensiones del tamano
del pozo de cultivo de 2 cm?, se realizaron 13 lavados con agua estéril, y se colocaron
sobre el fondo de cada pozo y se procedio al entrecruzamiento fisico por radiacion UV
empleando un crosslinker CL-1000 (254 nm y 1.6 Joules/cm2) para su esterilizacion
(Garnica-Palafox et al, 2014).

2.3. CAPACIDAD DE CAPTACION DE AGUA

Para evaluar la capacidad de hidratacion, se dejaron secar a 37°C por 24 horas,

volviendo a rehidratar con agua destilada, PBS o medio, después de 20 dias se corroboro

. e . . S—
degradacion, para ello se utilizo la siguiente formula; water absortion (%) = ( WW)

x100

2.4. MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM)

Las muestras circulares con 5 milimetros de diametro con las topografias
superficies lisas, surcos lineales y celdas hexagonales fueron examinadas usando un
microscopio de fuerza atdomica en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del

Instituto Politécnico Nacional en Querétaro.
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2.5. CULTIVO DE CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

Las células troncales mesenquimales de cordon umbilical (hUCMS) vy tejido
adiposo (hAMSCs) fueron adquiridas del banco ATCC (American Type Culture
Collection PSC-500-010 y PSC-500-011 respectivamente), las células de pulpa dental
(hDPMSCs) fueron aisladas de un tercer molar donado bajo consentimiento informado
por un paciente de 22 anos, sexo masculino, siguiendo los protocolos de ética. Se
procedio a fenotipificar su estirpe identificando marcadores mesenquimales de
membrana para CD90, CD105 y CD44, asi como marcadores hematopoyeéticos, por
citometria de flujo, y se realizé la diferenciacion a linajes del mesodermo (osteoblastos,
adipocitos y condrocitos), segun la sociedad internacional de terapia celular (ISCT),
se utilizaron medio comerciales marca SIGMA ya formulados y posteriores tinciones
de rojo oleoso (adipocitos), azul alciano (fibras de colageno) y Von Kossa (depdsitos
de calcio). Todas las células mesenquimales fueron cultivadas en medio DMEM-F12
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), incubadas a 37°C en atmodsfera
humeda con CO2 al 5%.

2.6. CULTIVO CELULAR EN LAS MEMBRANAS DE PVA-CTS ENTRECRUZADAS

Las membranas se sometieron a una segunda exposicion de radiacion
ultravioleta por veinte minutos dentro de un area estéril (campana de flujo laminar);
después se agregd 1 mL de suspension celular con 62,500 células a cada uno de los
pozos, dejandolas en cultivo a 37°C con 5% de CO2, en humedad relativa. Se evalud la
morfologia celular mediante microscopia optica y se obtuvieron imagenes empleando

una camara marca Optika digital, dando un seguimiento durante 15 dias.

3. RESULTADOS
3.1. EVALUACION DE LA MEMBRANA DE QUITOSANO Y ALCOHOL POLIVINILICO

Se produjo una pelicula homogénea a la cual se le evaluo el pH (figura 1), para
verificar que el material contara con un pH cercano a 7, lo cual se logro, esto es relevante
ya que las células se mantienen viables a pH cercanos a pH fisioldgico.

Por otro lado, el tratamiento de superficie con acido acético y posteriores
lavados influyo directamente en la estabilidad de las peliculas CTS-PVA, las cuales no se

expandieron al ser rehidratadas manteniéndose sin deformaciones.
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Figura 1. Placa Petri con membrana de CTS-PVA. (A): Se puede observar la membrana con topografia lisa. (B):
Fotografia de microscopia de la membrana hidratada a un aumento de 200X.

e i o

3.2. MOLDEADO DE QUITOSANO Y ACIDO POLIVINILICO CON DIFERENTES
TOPOGRAFIAS

Las peliculas del biomaterial fueron impresas, logrando las topografias
deseadas, unicamente la topografia lineal sufrié un moldeo menos uniforme que la
topografia hexagonal, esto fue perceptible por microscopia, como se muestra en la
figura 2. Esto fue verificado por AMF.

Figura 2. Fotografias de microscopia estereoscopica a un aumento de 20X de las membranas de biomaterial (A):

Moldeado con topografia de hexagonal, (B): moldeado lineal. (C) Lisas.
] [ 11 T

3.3. MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM).

Para la caracterizacion de las membranas por AFM se obtuvieron mediciones
relativas a su topografia, que corresponden a dimensiones de rugosidad, nimero de
orificios ordenados de acuerdo con su volumen, perimetro y areas, asi como numero de
eventos de diferentes alturas medidas. Las peliculas mostraron en general superficies
uniformes respecto a su aspecto macroscopico.

Las imagenes generadas por el software son graficos en dos y tres dimensiones
que muestran las medidas longitudinales, la maxima altura topografica detectada en la
region digitalizada y una barra de tonalidades que muestra como se da la texturizacion

de la imagen por colores. En seguida se muestran graficos que agrupan en barras el
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numero de eventos detectado segun la altura (en inglés height), el nUmero de agujeros
detectado segun su perimetro (en inglés perimeter), segun su volumen y su area, asi
como su localizacion dentro de la region digitalizada (figura 3). EI AMF muestra que
la superficie hexagonal presenta mayor uniformidad que las topografias lisa y lineal,
es decir, la porosidad y el conteo de agujeros son considerablemente menores en
comparacion con las topografias lisa y lineal. En una comparativa las dimensiones de los
agujeros detectados eran similares tanto en largo, ancho y profundidad, que alcanzarian
un micrometro de longitud (figura 3, tabla 1), mientras que la topografia hexagonal
presenta la mayor rugosidad (RMS) calculada, por lo que se postula como la topografia
que mas favoreceria a la adhesion celular debido a que tendria una mayor superficie de

contacto (figura 4).

Tabla 1. Comparativa de los promedios de las mediciones realizadas a las superficies lisa, lineal y en panal.

Topografia Rugosidad RMS Agujeros
Area max. (nm?) Perimetro max. Volumen max.
Lineal 8.32 (nm) (nm3)
Lisa 2245 16637.5 968.75 377500
Panal 64.66 16562.5 375 140000

Figura 3. Comparativa de diversos acercamientos en las peliculas lisa (columna A), lineal (columna B) y de celdas
(columna C) por microscopia de fuerza atémica con longitudes de 20, 10, 5, 3 y 1 um por lado.

A)
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Figura 4. Representacion grafica de una region de 3x3 um con topografia hexagonal. (A): Alturas méaximas de 44.9
nm bidimensional; (B): Altura tridimensional; (C): Agujeros localizados en la misma region; (D): Areas menores a
2500 nm?; (E): Perimetros inferiores a 250 nmy (F): Volumenes por debajo de 5000 nm?.

3.4. CULTIVO Y VERIFICACION CELULAR

Todas las células troncales mesenquimales (hMSCs) fueron cultivadas de
forma estandar en botellas de cultivo 25cm2, a las 24 h mostraron una confluencia de
entre 40 y 60% en 25 cm2.

Las hAMSCs y hUMSCs que fueron adquiridas de la casa comercial ATCC
contaban con un certificado de analisis que estipula que fueron evaluadas y cumplieron
con las especificaciones que solicita la sociedad internacional para la terapia celular

(ISCT) para la estirpe de células troncales mesenquimales.

Figura 5. Fotografias de microscopia optica con un aumento de 200X de los cultivos de células troncales
mesenquimales. (A): Cordén umbilical (B): Tejido adiposo y (C): Pulpa dental.

Por otra parte, las DPSC adquiridas de exodoncia fueron capaces de
diferenciarse a adipocitos, condrocitos y osteocitos y mostraron porcentajes positivos
a marcadores mesenquimales en un 89.6% para CD9O0, 791% para CD44 y CD105

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Il Capitulo 4 “



94.5%, también se pueden observar con las tinciones de rojo oleoso las vesiculas de
lipidos, las fibras de colageno con la tincidén de azul alciano, y depdsitos de calcio con
tincién Von Kossa (figura 6), por lo anterior las células de pulpa dental cuentan con las
caracteristicas solicitadas por la ISCT para ser consideradas como mesenquimales.
(Martin, Ireland, Baldomero, & Passweg, 2014).

Figura 6. En la parte superior se muestran los histogramas con los porcentajes de positividad de cada marcador

mesenquimal (colocando como limite la autofluorescencia). En la parte inferior se observan las imagenes de las
diferentes diferenciaciones. A. Rojo oleoso; B. Azul alciano y C. Von Kossa.

3.5. CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES SOBRE UNA SUPERFICIE DE
QUITOSANO CON ALCOHOL POLIVINILICO

Al exponer las hMSCs a las membranas de los biomateriales, estas mostraron
mantenerse estables, manteniendo morfologia habitual esférica al estar en suspension.
Aungue se logré mantener una pelicula adecuada para poder colocar células troncales
al inocular las células al as 24 horas se observé una minima adherencia celular, figura
7; es por ello en este material se probaron diversas topografias con la finalidad de
incrementar la adhesion celular y a su mantenimiento en este biomaterial ya que para
otros tipos celulares estas formulaciones han dado buenos resultados como sustrato

de cultivo como lo mencioné Melgarejo-Ramirez, Y. et., al en el 2014.
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Figura 7. Fotografia de microscopia optica de los cultivos de células troncales mesenquimales de tejido adiposo
expuestas a las superficies de CTS-PVA a las 24 horas en las que podemos observar escasa adherencia a un
aumento de 200X.

3.6. ADAPTACION DE LAS DIFERENTES TOPOGRAFIAS DE QUITOSANO CON
ALCOHOL POLIVINILICO EN PLACAS DE CULTIVO

Las células se adhirieron en la periferia libre de la pelicula, demostrando que si
permite la proliferacion celular en el entorno. El biomaterial no demostré capacidad de
promover la adherencia de hMSC'’s, se observo la formaron conglomerados celulares
(figura 8), con prolongaciones originadas de la parte inferior anclandolas a la superficie de
las membranas de CTS-PVA. Por lo que éste fendmeno se presenta como una oportunidad
para estudiar los efectos diferidos sobre células somaticas como las utilizadas en el
trabajo publicado por (Garnica-Palafox et al., 2014).

En nuestro caso, se pudieron observar agregados celulares en la pelicula
de topografia lisa, mientras que en la pelicula de topografia hexagonal se presentd
proliferacion celular.

Figura 8. Fotografias de microscopia éptica a un aumento de 200X de los cultivos de células troncales
mesenquimales de tejido adiposo expuestas a las membranas. (A): Grumos celulares en la membrana de topografia
lisa; (B): Agujeros en la pelicula de topografia lisa con proliferacion celular; (C): Grumos celulares en la pelicula de

topografia hexagonal; (D): Grumos celulares en la pelicula de topografia lineal; (E): Cultivo control con grumo celular
con prolongaciones sobre la pelicula con topografia hexagonal.
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4. CONCLUSION

Las hMSC’s cultivadas sobre las membranas de PVA-CTS entrecruzadas con
ECH mantenian una morfologia esférica, formando conglomerados celulares. A pesar de
que no hubo adhesidn celular, las células mantuvieron su capacidad de proliferacion. Al
subcultivar las células expuestas a las membranas de CTS-PVA-ECH, en cajas de cultivo
ausentes de membranas, estas volvieron a adherirse, adquirir su morfologia fibroblastoide
tipica y proliferar, es decir, las células mesenquimales mantuvieron su viabilidad y
la propiedad de adhesion. Por lo que, las membranas podrian ser empleadas como
potenciales vehiculos/acarreadores de hMSC's para aplicaciones en la administracion

de material bioldgico y terapia celular en medicina regenerativa.
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