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RESUMEN
A pesar de los importantes avances en la fabricacion de andamios por

ingenieria de tejidos, la entrega de nutrientes y de oxigeno en el tejido desarrollado
sigue siendo el mayor desafio. También la poca disponibilidad de érganos y los altos
costos en su obtencion, ha llevado a la ciencia a mirar hacia tejidos de distinto
origen. Las similitudes en la estructura vascular de los tejidos vegetales y animales,
permitié pensar en el desarrollo de un tejido vegetal descelularizado como andamio
prevascularizado para aplicaciones de ingenieria tisular. Nos proponemos en este
proyecto implementar una metodologia para la obtencion de andamios acelulares de
hojas de espinaca con la finalidad de proveer un andamio con una vascularizacién
intacta que pueda servir como cimiento para la recelularizacién posterior con células
animales y/o humanas adultas o embrionarias. Los resultados muestran que el
protocolo de descelularizacion permiti6 obtener andamio con una estructura
microscopicamente conservada, con minimos contenidos de acidos nucleicos y
detergentes residuales y sin evidencias de citotoxicidad. Ademas, la metodologia
desarrollada para la descelularizacion constituy6

una forma eficiente para la obtencion de un andamio de origen vegetal con
una arquitectura tridimensional preservada las cuales podrian ser recelularizadas

con células animales o células madre en un paso posterior.

PALABRAS CLAVES
Ingenieria de tejidos -- Reino vegetal- - Espinaca - — Descelularizacion --
Caracterizacidn mecanica -- Caracterizacion histologica -- Caracterizacion quimica —

Biocompatible -- Andamio.
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INTRODUCCION

La necesidad de 6rganos y tejidos disponibles para trasplantes supera ampliamente
su disponibilidad. El Instituto Nacional Central Unico Coordinador de Ablacién e Implante
(INCUCAI) establece en sus memorias anuales que los trasplantes realizados son
insuficientes para cubrir las necesidades reales, a pesar de la reciente sancién de la ley
Justina de donacion y trasplante de 6rganos (Ley 27.447). Esta reglamentacion resulto ser
una poderosa herramienta que generé un impacto altisimo en materia de donacién de
organos, fortalecio el sistema, simplificd procesos y ayudo a posicionar la trasplantologia de
nuestro pais como referente de la region. Sin embargo, la escasez critica de érganos de
donantes conduce a una mayor morbi-mortalidad de miles de pacientes cada afio. En
nuestro pais, segln los datos en tiempo real del INCUCAI el total de pacientes que esperan
por un trasplante es de 7091 al 10/10/2023 segun los datos consignados en el Sistema
Nacional de Informacién de Procuracion y Trasplante de la Republica Argentina (SINTRA).
[1]

Los datos presentados nos reflejan que a pesar de la generosidad de los donantes
(624 personas donaron sus 6rganos en el presente afio), la aplicacion de las leyes y los
esfuerzos asistenciales no han podido cubrir hasta el presente las necesidades de la
poblacién. Por lo tanto, la insuficiencia de érganos para trasplante constituye un problema
de salud prioritario que nos lleva a encontrar soluciones alternativas para restablecer la
calidad de vida de los pacientes afectados. Sin tener en cuenta todos aquellos pacientes
gue si bien tienen la posibilidad de recibir un 6rgano cargan con el riesgo de rechazo
cronico y la morbilidad asociada a un régimen permanente de la terapia inmunosupresora.

Es por esta problematica que surge la ingenieria en tejidos la cual evolucion6 del
campo de desarrollo de biomateriales y se refiere a la practica de combinar andamios,
células y moléculas biol6gicamente activas para crear tejidos funcionales. El objetivo de la
ingenieria de tejidos es recopilar ideas o teorias que restauren, mantengan o mejoren los
tejidos dafiados u érganos completos. La piel y los cartilagos artificiales son ejemplos de
tejidos fabricados por ingenieria que han sido aprobados por la FDA; sin embargo,
actualmente tienen un uso limitado en pacientes humanos. [2].

Aunque se han hecho avances importantes en el desarrollo de la ingenieria de
tejidos, la mayoria de las técnicas actuales son incapaces de crear vasos sanguineos.
Técnicas como la carga de andamios con factores proangiogénicos [3], la formacién de
redes vasculares guiadas por células [4] y los disefios microfabricados [5] han demostrado
un éxito limitado en la recapitulacion completa de la vasculatura nativa. Ademas, la
microvasculatura (<10 mm de diametro) no se puede fabricar funcionalmente con las

técnicas de biofabricacién actuales, como la impresion 3D.
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En lugar de intentar disefiar una red vascular, se cambi6o el enfoque a la
implementacién de técnicas de descelularizacion basadas en perfusion para la obtencién de
andamios bioinspirados [6]. La descelularizacion elimina el material celular de un tejido u
o6rgano dejando un armazén acelular que consiste en matriz extracelular (MEC), cuya
composicion depende del tejido u 6rgano del que se deriva [7], preservando al mismo
tiempo una red vascular intacta [8]. Al eliminar el material celular del tejido de un donante,
un injerto descelularizado dejaria de ser inmunogénico y al mismo tiempo conservaria la
estructura macroscépica del 6rgano [9]. Los tejidos y érganos descelularizados pueden
luego recelularizarse con las propias células del paciente para crear un injerto autélogo [8].
Estas técnicas de perfusion fueron primero aplicadas a tejidos animales donde la
composicion bioquimica nativa y la estructura jerarquica del tejido del 6érgano
descelularizado derivan directamente del donante del mismo. Esto conduce inherentemente
a una inconsistencia entre los dérganos derivados de diferentes pacientes, o
descelularizados utilizando diferentes métodos, debido a variables de confusion como la
edad, la patologia del organismo o del tejido y las caracteristicas especificas del protocolo
de descelularizaciéon [7,10,11]. En particular, el analisis de la composiciébn de proteinas
mediante espectrometria de masas ha mostrado diferencias drasticas en la compaosicién de
los tejidos descelularizados entre diferentes pacientes [12,13]. Ademas, los tejidos
decelularizados de mamiferos son de dificil obtencién. Por lo tanto, hasta el presente no ha
sido posible obtener érganos completos para su uso en la clinica. Es asi que el uso de
andamios a partir de tejidos vegetales fue considerado una fuente de tejido mas
consistente, efectiva y de mayor disponibilidad para mejorar las perspectivas, aumentando
el nimero viable de injertos a un costo significativamente menor [14].

Las plantas y los animales tienen enfoques fundamentalmente diferentes para
transportar liquidos, quimicos y macromoléculas, sin embargo, hay similitudes
sorprendentes en sus estructuras de red vascular. La vasculatura de las plantas sigue la
Ley de Murray [15], que es la ley fisiologica que describe el disefio de red cénica y
ramificada del sistema cardiovascular humano [16]. Las estructuras dentro del tejido vegetal
[17], al igual que el tejido humano [18], exhiben propiedades mecéanicas variadas, lo que
permite funciones variadas. Las paredes celulares vegetales estan compuestas por una
variedad de polisacéridos, los mas destacados son la celulosa, la pectina y la hemicelulosa
[19]. La celulosa, que es el componente mas abundante de las paredes celulares de las
plantas, es un biomaterial bien estudiado para una variedad de aplicaciones clinicas [20]. La
celulosa es biocompatible y se ha demostrado que promueve la cicatrizacion de heridas
[21]. Ademads, los andamios de ingenieria de tejidos celuldsicos derivados de rodajas de
manzana descelularizadas han demostrado la capacidad de union y proliferacion de células

de mamiferos [22] y se descubrié que eran biocompatibles cuando se implantaban por via
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subcutanea in vivo [23]. La pectina [24] y la hemicelulosa [25] también se han estudiado
como biomateriales para la ingenieria de tejido 6seo y la cicatrizacion de heridas,
respectivamente. Las similitudes innatas y la aparente biocompatibilidad de la matriz
extracelular vegetal nos impulsaron a mirar a través de reinos e investigar si las plantas y
sus vasculaturas innatas podrian servir como andamios perfusibles para disefar tejido

humano.
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Objetivos

El objetivo general de este proyecto integrador es el desarrollo de un andamio
tridimensional descelularizado a partir de hojas de espinaca (Spinacia oleracea L.) y su
posterior caracterizacién bioquimica, histolégica y mecanica para su potencial aplicacién en
medicina regenerativa.

Nos proponemos en este proyecto caracterizar desde diferentes perspectivas los
andamios obtenidos para conocer su capacidad de funcionar como scaffolds. Se realizaran
estudios de las propiedades mecénicas, contenido de ADN residual, contenido de
detergente residual, preservacion y conservacion de la microarquitectura celular y el

comportamiento biolégico mediante la biocompatibilidad in vitro.

Nuestra hipotesis de trabajo es que andamios de origen vegetal obtenidos por
descelularizacion demuestran un alto potencial para ser utilizadas como plataformas para
ingenieria de tejidos.

Para ello, se proponen los siguientes objetivos especificos:

o Desarrollar un protocolo de descelularizacién para hojas de espinaca mediante el
uso de diferentes agentes quimicos.

e Cuantificar el contenido de ADN remanente y el detergente residual en la matriz
obtenida posterior al protocolo de descelularizacion optado.

e Caracterizar morfolégicamente el andamio mediante microscopia Optica y
microscopia electronica de barrido para evaluar la preservacion de la estructura
tisular.

e Caracterizar mecanicamente el andamio obtenido mediante estudios de reometria y
ensayos de traccion.

e Evaluar la biocompatibilidad del andamio mediante el ensayo de citotoxicidad y

viabilidad celular segun la Norma 1SO 10993:5.
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MARCO TEORICO

Anatomia Vegetal
Estructura externa de las plantas

El cuerpo de las plantas vasculares esta conformado por las estructuras principales
denominadas tallos, hojas y raiz. El origen comun de estos 6rganos proviene del embrién de

la semilla y a la madurez conforman una estructura continua. [26]

Estructura celular interna

Las células vegetales se caracterizan por presentar elementos exclusivos: pared celular,
vacuolas y plastidos. Estas células se agrupan formando tejidos, los cuales presentan
variaciones estructurales segun los tipos celulares que los componen y la forma en las que
se conectan entre si. Los 6rganos de las plantas vasculares se caracterizan por presentar
tejido vascular o de conduccion, ademas de otros tejidos no vasculares. Los tejidos
conductores (xilema y floema) forman un sistema cohesionado, continuo y que se extiende
por toda la planta. El xilema esta asociado a la absorcién y conduce agua y solutos por todo
el cuerpo de la planta y, el floema, a la conduccién de las sustancias elaboradas por la
fotosintesis. [26]

Figura 1: Xilema primario en corte longitudinal, por tallo de Zea mays “maiz”. Se observan vasos del
protoxilema y metaxilema. [27].

Vacuolas

Las vacuolas son otro caracter exclusivo de la célula vegetal. Pueden llegar a ocupar
el 90% del volumen celular, dejando el citoplasma restringido a la periferia de la célula. En
su interior hay principalmente agua y sustancias hidrosolubles y su funcion principal es la

turgencia de los tejidos por presién osmatica. [26]
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Células oclusivas

Son aquellas células especiales que delimitan un espacio intercelular (poro u ostiolo)
gue conforman un estoma. La epidermis foliar no presenta espacios intercelulares excepto
el ostiolo. Los estomas son los encargados del intercambio gaseoso en el cuerpo primario
de la planta y estan directamente relacionados a la fotosintesis. Por el ostiolo entra el CO,

necesario para el proceso y se libera el O, producto del mismo. [26]

Figura 2: Epidermis en vista superficial de la hoja de Vinca sp .Se observa un estoma paracitico. Las dos células auxiliares son
paralelas a las oclusivas. [27].

Figura 3: Epidermis en vista superficial de la hoja de Solanum glaucophyllum. Se observan estomas anomociticos y
anisociticos. [27].

Pared celular

Todas las células vegetales presentan pared celular, aunque generalmente, las
gametas masculinas y femeninas carecen de ella. Segun el tipo y grosor de la pared celular
se determina el tipo y funcion de tejido. La pared celular es considerada una matriz
extracelular porque se localiza por fuera de la plasmalema (membrana plasmatica) y es
sintetizada hacia el exterior por la propia célula. Por lo tanto, la pared se produce de adentro
hacia fuera, siendo las capas externas las viejas y las internas las nuevas. La pared celular

Nno es una cubierta inerte, sino que interviene en numerosos procesos celulares. Esta
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compuesta por una fase microfibrilar de naturaleza cristalina y una fase matricial. La fase
microfibrilar (60%) esta formada por largas microfibrillas de grosor uniforme (10 nm). Estas
microfibrillas presentan una seccién transversal circular u oval y estan constituidas por 30 a
100 unidades de celulosa dispuestas linealmente paralelas a la longitud de la fibrilla. De
esta manera, las moléculas de celulosa estan ordenadas en el espacio constituyendo un
todo cristalino que es la causa de la birrefringencia cuando se observa la pared celular con
luz polarizada [26].

Se ha demostrado que las microfibrillas tienen una region central cristalina rodeada
por una superficie no tan cristalina casi amorfa formada por moléculas de celulosa menos
ordenadas y compactas. La fase matricial no cristalina constituye la matriz de la pared y
contiene polisacaridos (pectinas y hemicelulosas), proteinas (polipéptidos de hidroxiprolina
con cadenas laterales de oligosacaridos o glucoproteinas) y, en algunos casos, compuestos
fendlicos como la lignina. [26].

La pared, principalmente, esta conformada de las siguientes partes desde afuera
hacia adentro: laminilla media (cimiento entre una célula y otra), pared primaria y pared
secundaria. Una célula puede llegar a la madurez con pared primaria (tejidos epidérmico,
tejido de reserva, etc.) o, si su funcién lo determina, tendra pared secundaria (tejidos de
sostén y de conduccidn). [26].

La laminilla media es la primera capa en formarse durante la divisién celular. Es por
esto que es la capa mas externa de la célula con caracteristicas de gel compuesto por
sustancias pécticas. Las pectinas de la laminilla media conforman cadenas entrecruzadas
unidas por iones calcio, confiriendo una estructura amorfa. [26].

La pared primaria es delgada y su espesor oscila entre 1 a 3 micrones. Las
microfibrillas de celulosa se ordenan en forma transversal, longitudinal y oblicua, formando
un enrejado (crecimiento por intususcepcion). Posee entre 2 a 25 % de celulosa y las
cadenas de celulosas contienen 2000 unidades. Debido a que presenta un 40 a 50 % de
hemicelulosas (fase matricial), la pared primaria esta considerablemente hidratada. Por ello,
permite el pasaje de sustancias hidrofilicas a través de ella [26].

La resistencia de la pared primaria se debe a la resistencia de las microfibrillas y
depende de la orientaciébn de las mismas. Asimismo, se estira en forma plastica,
permitiendo el alargamiento de la célula en los momentos de diferenciacion celular o de
turgencia [26].

En los tejidos de sostén y de conduccién del agua, las células una vez elongadas
comienzan a depositar fibrillas en forma paralela constituyendo una trama homogénea
(crecimiento por aposicion) sobre la pared primaria. En esta capa de la pared celular
denominada pared secundaria, las cadenas de celulosa contienen 14000 unidades. Una vez

que se ha depositado el espesor de pared secundaria destinado a cada tejido,
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generalmente, la célula muere y solo quedan las gruesas paredes secundarias con un
lumen celular. La resistencia en esta pared sera mayor en direcciones paralelas a las
microfibrillas y menores en direcciones sub-perpendiculares a las mismas. La presencia de
lignina en la matriz de la pared secundaria permite la resistencia a la compresién y
aplastamiento. La lignina es un polifenol que forma una trama tridimensional mediante

uniones covalentes y no covalentes con los polisacaridos y glucoproteinas de la matriz [26].

Figura 4: Hoja de Ligustrum sp., en corte transversal. Se observa el mesofilo de estructura dorsiventral, con
parénquima en empalizada hacia la cara adaxial y parénquima esponjoso hacia la cara abaxial. [27].
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Andamios Vegetales

Protocolos de descelularizacion de vegetales

Para la obtencion de andamios de origen vegetal se utiliza lo que se llama protocolo
de descelularizacién, este protocolo se centra en dos métodos para descelularizar tejidos
vegetales, como hojas y tallos. El primer método es una técnica basada en detergentes que
utiliza una serie de bafios para eliminar el ADN y la materia celular, este es un método
utilizado ampliamente para la descelularizacion de tejidos mamiferos, y fue adaptada de
modo que tenga resultados exitosos en tejido vegetal . La segunda metodologia no utiliza
detergentes y estd adaptado de un protocolo de "skeletonization" generalmente utilizado
para eliminar los tejidos blandos de las hojas. Este protocolo se centra en la
descomposicién de manera natural de hojas y frutas, sumergiendo en agua durante
periodos prolongados de tiempo (semanas a meses). Este método es mas lento y permite
eliminar los residuos celulares evitando alterar significativamente la estructura del tejido
blando [28][29][30][31][32][33].

A continuacién se expondran los métodos mas comunmente utilizados [34]:

Celulosay su Uso en Ingenieria en Tejidos

La celulosa, compuesta principalmente por cadenas lineales de (1 — 4) unidades
de D-glucosa unidas, es el polisacarido mas abundante en naturaleza. La celulosa se puede
obtener de una variedad de materiales naturales. fuentes tales como paredes celulares
vegetales, algunas fuentes bacterianas y algas, hongos. Ademas de su facilidad de
disponibilidad, la celulosa tiene propiedades muy atractivas para el campo biomédico,
incluyendo la biocompatibilidad, la capacidad de biodegradacion, su baja citotoxicidad y
propiedades mecanicas ajustables [36].

Final Reductor
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Figura 5: Estructura molecular de la celulosa (Wertz, J., Mercier, J. & Bédué, O. (2010). Celullose Science and Technology.
1°Ed pp 24)
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Recientemente, la celulosa ha sido investigada para diversas aplicaciones
biomédicas como apdsitos para heridas, membranas de didlisis y especialmente hemo-
materiales para didlisis e implantes. Es un material deseable para aplicaciones
cardiovasculares como injertos vasculares debido a su resistencia mecanica, flexibilidad y
compatibilidad sanguinea. Ademas, la celulosa bacteriana también es atractiva para los
huesos, la ingenieria de tejidos y regeneracion de cartilago debido a su capacidad de imitar
fibras de coldgeno y formar una matriz para el tejido recuperacion. Algunos estudios sobre
la regeneracion del tejido dental sugieren que se puede utilizar nanocelulosa o celulosa
modificada quimicamente para la reparacioén del tejido periodontal debido a su deseable

mecanica propiedades y capacidad de cicatrizacion de heridas [35][36].

)
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Figura 6: Usos de nanocelulosa para reparacion de tejidos (Wei, Z., et al. Cellulose 28, 7497-7520 (2021).

Descelularizacién de vegetales

La utilizacion de vegetales dentro de la ingenieria en tejidos comenz6 en el afo
2017, en Toronto Canada, con investigaciones sobre la obtencion de andamios vegetales a
partir de hojas de espinaca, Perejil, Ajenjo dulce y raices de mani utilizando un protocolo de
decelularizacion que permite eliminar el contenido genético de las células de dichas tejidos.
Aqui se utilizaron técnicas de perfusion de detergentes para la decelularizacion de hojas de
espinaca. Analisis histolégicos permitieron identificar células con nucleos y cloroplastos en
hojas nativas, sin presencia de las mismas organelas en sus contrapartes descelularizadas.
los estudios mecanicos mostraron un adecuado desempefio y con moédulos tangente

maximos cercanos a valores de tejidos animales [40].

El andamio también fue fotografiado mediante microscopia electronica de barrido
(SEM), lo que indica que el proceso de descelularizacion no afectd las propiedades

topograficas de la superficie de la hoja [14][37][39].
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Otros estudios a partir de similares andamios se utilizaron como soporte para
determinar el potencial angiogénico de fibroblastos y células endoteliales dérmicos
humanos sobre la superficie cuando fueron pretratados con un recubrimiento de gelatina o
colageno [41].

Investigaciones mas recientes permitieron afirmar que los tejidos vegetales
descelularizados son una alternativa valida como andamios de ingenieria de tejidos, gracias
a la estructura tridimensional que mimetiza los tejidos nativos a regenerar y el
microambiente biomimético para el crecimiento de células y tejidos [49]. Estos estudios
demostraron la amplia gama de caracteristicas de tejido animal que pueden cubrir las
diferentes partes de la planta y ofrecer una oportunidad Unica para el desarrollo de
andamios especificos, a partir de las rasgos morfolégicos, mecanicos y particularidades
fisicas de cada planta. En concordancia con esto, tres diferentes tejidos vegetales de
diferentes érganos vegetales , como un fruto (manzana), una raiz (zanahoria) y un tallo
(apio), fueron utilizados para preparar andamios cuyas propiedades particulares como la
porosidad y caracteristicas mecanicas diferenciales fueron dirigidas hacia la regeneracién
del tejido adiposo, tejido 6seo y tendones, respectivamentelLos resultados obtenidos a partir
de la microarquitectura, porosidad, transporte de agua y principalmente el comportamiento
mecanico de estos tejidos permitieron desarrollar andamios que mimetizaron propiedades

tipicas de tejidos humanos [38, 42].
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Figura 7: Correlacion de propiedades mecéanicas entre andamios de distintos vegetales descelularizados
y el tejidos humanos [42].
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MATERIALES Y METODOS

Protocolo de Descelularizacion

Se utilizaron hojas de espinaca baby fresca (Spinacia oleracea L.) adquiridas
comercialmente en las variedades estacionales de invierno y/o verano. En primer lugar,
cada hoja de espinaca aproximadamente 4 cm? se sumergié completamente en n-hexano
(Sigma St Louis, USA) durante 1 h en un agitador rotatorio a 60 rpm a fin de remover la cera
cuticular. Posteriormente, se enjuagaron minuciosamente con agua desionizada y se
procedié a su inmersién en diferentes concentraciones de duodecil sulfato de sodio (SDS)
(Sigma St Louis, USA) de 1% y 10% P/V segun el protocolo empleado durante un periodo
de 4 a 5 dias (Tabla 1). En el dia final, las hojas de espinaca se enjuagaron 3 veces con
agua desionizada durante 1 h y se sumergieron en distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio (NaClO) comercial 5%, 8% y 10% V/V en agua desionizada a fin de remover
pigmentos y detritos celulares. Al cabo de 4 h se extrajeron y se enjuagaron
exhaustivamente 3 veces con agua desionizada y se las conservo en 1% de solucién de
suero fetal bovino (PBS) con antibiético a 4°C. En la siguiente Tabla se detallan los
diferentes protocolos de descelularizacion empleados en este trabajo.

Protocolo variedad Hexano SDS Dias NaClO Lavado

1 invierno 1h 10% 5 10% 1 dia
2 verano 1h 10% 5 10% 1 dia
3 verano 1h 10% 4 8% 3 dia
4 verano 1h 10% 4 5% 3dia
5 verano 1h 1% 4 5% 3dias

Tabla 1 Diferentes protocolos implementados en el método de descelularizacion

Figura 8: Hojas de espinaca seleccionadas con SDS en una agitador rotatorio a 60 rpm a inicio de la
descelularizacion.
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Analisis Histolbgico

La efectividad de la descelularizacion fue evaluada a través de técnicas
convencionales de microscopia 6ptica con tincion histolégica Hematoxilina—Eosina (HE).
Las muestras de hojas nativas y descelularizadas fueron deshidratadas en concentraciones
crecientes de etanol y montadas en un taco de parafina para su corte por micrétomo para
posterior observacion en un microscopio 6ptico (Neocientifica SA). En primer lugar, se
realizaron observaciones macroscépicas y a 10 x en hojas sin descelularizar, control, y
hojas descelularizadas luego de los diferentes protocolos empleados. Para la tincion de HE,
muestras de hojas descelularizadas y control fueron cortadas con bisturi en fragmentos de
15 mm?y se las sumergi6 dentro de cassettes en una solucién de formol tamponado (100 ml
de p-formaldehido 40%, 4 g de NaH,P0,6,5 g Na,HPO, en 1000 ml vf) durante 24 horas,
para detener los procesos celulares cataliticos y asi obtener la estructura con minimas
modificaciones.

Posteriormente, los cortes fueron montados en un taco de parafina, se realizaron
cortes longitudinales y transversales para sus andlisis microscépicos. Con la finalidad de
observar la presencia de nucleos y contenido celular se usé la técnica de tincibn con
Hematoxilina-Eosina [36]. Esta técnica consiste en el teflido de color violeta de los nucleos
por medio del colorante basico (catidnico), la hematoxilina, y de color rosado el contenido
citoplasmatico por el colorante 4cido (aniénico), la eosina.

Se realizaron los mismos pasos para las muestras de hoja descelularizada de los
protocolos 2y 5.

Las mismas fueron analizadas en un microscopio Optico y se obtuvieron micrografias a

diferentes aumentos con el fin de observar la integridad de los andamios obtenidos.

Figura 9: Taco de hojas de espinaca control
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

A fin de evaluar la ultraestructura de las matrices descelularizadas se procedié a
tomar muestras de 100 mm? de hojitas descelularizadas y sin descelularizar, control. Estas
fueron deshidratadas durante 10 minutos en concentraciones crecientes de etanol (30%,
50%, 70%, 90%, 100%). Posteriormente, se realizd un secado a punto critico seguido de un
proceso de metalizado con Oro. Cada muestra fue analizada en un microscopio electrénico
marca Carl Zeiss- Sigma (LAMARX- CONICET): a 3 kV a 100x y 500x.

Figura 10: Hojas de espinaca control, y descelularizadas luego de completar el proceso de preparacion
para la obtenciéon de imagenes en el SEM.

Caracterizacion Mecanica

Ensayo de Traccion

Los ensayos de traccion se llevaron a cabo en el Area de Biologia Odontoldgica
(ABO) de la Facultad de Odontologia de la UNC. Hojas de espinaca descelularizadas se
cortaron en forma rectangular de 30 mm de longitud, 3 mm de ancho y 3 mm de espesor.
Las muestras a partir de los cortes longitudinales de la nervadura principal con seccion
constante se fijaron a una maquina de ensayos universal (Digimess RS-8000-5), fijando la
velocidad de avance de carro en 2 mm/min. A partir de los valores de fuerza registrados en
los ensayos y de las dimensiones de las probetas, se calcularon los valores de esfuerzo “c”
y de deformacién unitaria “€” para posteriormente obtener las curvas de tension—
deformacion y los respectivos médulos de elasticidad y de resistencia mediante la siguiente

ecuacion:

™| Q

Para la obtencién de la deformacién unitaria se calculé con la diferencia entre la
longitud final (Lf) de la hoja en la region de comportamiento elastico, y la longitud inicial (Li),

en relacion con la longitud inicial medida.

_(Lf —Li)
ET T
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Luego para la obtencién del valor de esfuerzo se calculé la relacién entre la fuerza

aplicada (F) y el area de la seccién de la nervadura principal de la muestra (A):

Q
I
x|

Por ultimo, el &rea fue calculada con la siguiente formula, donde utilizamos la

constante 7 y el radio de la nervadura principal (r).

A = mr?

Se realiz6 el ensayo sobre los protocolos 1, 2 y 5, tomando cinco hojas de cada
protocolo. Una vez obtenidos los datos de los ensayos, se los proces6 mediante el uso del
lenguaje de programacion Python y conocimientos sobre el analisis de datos. Se utilizaron
las librerias pandas, numpy, matplotlib y seaborn, para el célculo de las variables utilizadas

y la obtencion de gréficos de deformacion por tensién uniaxial aplicada.

Figura 11: hojas cortadas en forma de rectangular maquina de ensayos universal (Digimess RS-8000-5)
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Reologia

La reometria es una técnica utilizada para medir la viscosidad y otras propiedades
reolégicas de un material. La informacién que se puede obtener a partir de un ensayo de
reometria suele ser:
Viscosidad: La viscosidad es una medida de la resistencia de un material a fluir. La
viscosidad se puede medir en diferentes condiciones, incluyendo tasa de corte, esfuerzo de
corte y tiempo.
Consistencia: La consistencia es una medida de la dificultad de un material para fluir. La
consistencia se puede medir en términos de la viscosidad y la tasa de corte.
Elasticidad: La elasticidad es una medida de la capacidad de un material para recuperar su
forma original después de una deformacion. La elasticidad se puede medir en términos de la
relacion entre la deformacion y la fuerza aplicada.
Flujo: El flujo es una medida de la cantidad de material que fluye a través de un orificio 0 en
un recipiente en un periodo de tiempo especifico. El flujo se puede medir en términos de la
velocidad y la densidad del material.
Maodulo de viscoelasticidad: El modulo de viscoelasticidad es una medida de la combinacion
de la viscosidad y la elasticidad de un material. El médulo de viscoelasticidad se puede

medir en diferentes condiciones, incluyendo frecuencia y amplitud.

Ensayo de Reometria

Para los ensayos de Reometria se seleccionaron hojas de las descelularizaciones 1,
2 y 5. Se seleccion6 una geometria de 5 mm de diametro, y con un punzoén se cortaron las
hojas de forma tal que queden cubiertas completamente por la geometria.

Se realizan estudios de barrido de amplitud, con condiciones de frecuencia y
temperatura constantes (21°C). Se selecciona una amplitud de 0.1 para todas las muestras,
debido a que todas se encuentran en zona de elasticidad dentro de esa amplitud, y luego se
hace un barrido en el rango de las frecuencias, con una amplitud constante de 0,1 y
temperatura constante a 21°C.

Se procedi6 a realizar el andlisis reométrico mediante un redémetro (Rheoplus
Physica MCR 301 Anton Paar), se utilizé6 una geometria de placa PP (5 mm de diametro) y
se cortaron discos de muestras de hojas descelularizadas de los protocolos 1,2 y 5, con un
sacabocados de 5 mm de diametro.

El primer paso del ensayo consistio en realizar un barrido de amplitud a una
frecuencia constante, se configuré el equipo en una frecuencia constante de 1 Hz y un

estiramiento variable entre 0,01% y 10%, con 6 puntos por década. El resultado de ese
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primer paso se utilizé para establecer la Region Viscoelastica Lineal (RVL) de cada una de
las matrices.

Una vez determinado un valor de estiramiento para cada matriz, dentro de la RVL se
procedié al segundo paso del ensayo. Este consisti6 en un barrido en frecuencia del
material, configurado con una amplitud constante de 0,99%, y una frecuencia variable entre
0,1 a 10 Hz con 13 puntos por década. Los resultados de ambas partes del ensayo fueron
procesados con la aplicaciéon Rheoplus 32 V3.10 21003376-33024 (Facultad de Ciencias
Quimicas, UNC).

Figura 12: Redmetro Rheoplus con geometria colocada y hoja decelularizada presentada para
comenzar el estudio.

Cuantificacion de SDS

Para la cuantificacién del SDS se tomaron muestras de la Ultima hora del lavado del
proceso de descelularizacion y se siguid el protocolo propuesto por Arand et al [44]. Esta
técnica colorimétrica cuantitativa se basa principalmente en la eliminacion de cantidades
traza de SDS a partir de diferentes preparaciones que contengan incluso proteinas y acidos
nucleicos mediante el agregado de cloroformo que tiene la capacidad de precipitar
eficientemente el detergente [44].

La curva de calibracion se construyd mediante la preparacion de seis diluciones
seriadas de SDS de 1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%, 0,0001% y 0%. Brevemente, se tom6 una
muestra de 300 pL de la solucion de lavado, se agrego 300 pL de agua desionizada y se
agité manualmente. Posteriormente, se agregaron 600 uL de reactivo de azul de metileno
(250 mg de azul de metileno, 50 gr de Na,SO, y 10 ml de H,SO, en un volumen final de
1000 ml). Se agité y la mezcla se extrajo con 1,2 ml de cloroformo mediante agitacion
exhaustiva. Después de una breve centrifugacion (2500 rpm durante 2 min), la fase
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organica inferior se transfiri6 con una pipeta Pasteur a un vaso Eppendorf de 1,5 ml que
contenia 50 mg de sulfato de sodio anhidro. El tubo se invirtié varias veces para favorecer la
eliminacion de trazas de agua de la fase de cloroformo mediante el sulfato de sodio y se
cuantificé por espectrofotometria a 651 nm frente a un blanco de cloroformo. Los resultados

fueron expresados en %P/V.

Figura 13: Fase orgéanica del ensayo, con concentraciones para la curva de calibracién

Cuantificacion de ADN

Preparacion de la Muestra

Para la cuantificacién de ADN se descelularizaron 24 hojas por el protocolo 5 y se
seleccionaron otras hojas de espinaca nativas para utilizar como control. Posteriormente, se
pesaron las hojas en una balanza analitica Adventurer y se llevaron a una estufa a 32°C
con aire forzado hasta la determinacibn de peso seco. Las hojitas fueron pesadas
diariamente durante 72 h hasta peso constante. Se utilizaron para la determinacion
bioquimica de ADN aproximadamente 200mg de muestra de hojas descelularizadas secas y

hojas nativas.
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Figura 14: Hojas control y descelularizadas en peso seco.

Cantidad de ADN remanente

El ADN gendmico total de hojas nativas y descelularizadas se extrajo de tejido de las
hojas secas (0,25 mg) utilizando el kit DNeasy Plant Mini (QIAgen) de acuerdo con el
manual del proveedor. Se utilizaron cinco muestras de cada tratamiento. Las
concentraciones de ADN se determinaron utilizando un espectrofotometro BioSpec-nano.
Estos kits proporcionan un aislamiento de ADN basado en silice rapido y sencillo a partir de
muestras vegetales en formato de columna giratoria. Los rendimientos tipicos son de 3 a
260 yg de ADN de alta calidad, segun la capacidad de unién de la membrana de silice

DNeasy. Los resultados se expresaron ng de ADN por mg de tejido seco.

Ensayo de Citotoxicidad-(1ISO 10993-5)

La norma ISO 10993-1 declara la biocompatibilidad como la capacidad que tiene un
dispositivo médico o material para desempefiarse con una respuesta apropiada en una
aplicacion especifica. Para saber si un material sera biocompatible se deben realizar
pruebas que asi lo determinen. La norma ISO 10993 certifica los efectos biolodgicos de los
dispositivos médicos, en ella se establecen los ensayos a realizar para determinar el riesgo
biol6gico que presenta un material o dispositivo. Una de las pruebas que se lleva a cabo es
el ensayo de citotoxicidad. [43].

El ensayo de citotoxicidad se lleva a cabo mediante la exposicién de células vivas a
un material, y se observa su efecto sobre la viabilidad celular y la funcién. Los resultados del
ensayo se utilizan para determinar si un material es toxico y si debe ser considerado para su

uso en dispositivos médicos.
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Es importante destacar que la norma ISO 10993-5 es una de las muchas normas que se
utilizan para evaluar la seguridad de los materiales en la industria médica, y que su
aplicacion es especifica para productos médicos y materiales relacionados.

El ensayo de citotoxicidad segun la norma ISO 10993-5 implica los siguientes pasos:

1. Seleccion del material: El primer paso es seleccionar el material que se va a evaluar.
La norma recomienda que se realice una evaluacion previa de la informacion
disponible sobre el material para determinar su potencial de toxicidad.

2. Seleccién de la célula: El siguiente paso es seleccionar las células que se van a
utilizar en el ensayo. La norma recomienda el uso de células relevantes para el uso
previsto del material.

3. Preparacion del material: EI material se prepara para su uso en el ensayo. La norma
establece requisitos especificos para la preparacion del material, incluyendo la
concentracion, la forma en que se aplica y el tiempo de incubacion.

4. Evaluacién de la viabilidad celular: Las células se exponen al material y se evalla su
viabilidad a través de diferentes técnicas, como la deteccién de la actividad de
enzimas especificas o la evaluacion de la permeabilidad celular.

5. Analisis de los resultados: Se analizan los resultados de la evaluacion de la
viabilidad celular y se determina si el material es téxico o no. La norma establece
requisitos para la interpretacion de los resultados.

6. Informe final: Se prepara un informe final que incluye la descripcion detallada del

ensayo, los resultados y la interpretacién de los mismos.

Evaluacion de la Biocompatibilidad

La finalidad de las matrices descelularizadas es ser implantadas, por lo tanto, deben
ser biocompatibles para evitar reacciones de histocompatibilidad negativa dentro del
organismo. Para ello se realiz6 el ensayo de citotoxicidad in vitro recomendado por la ISO
10993 - Biological Evaluation of medical devices (2018) Parte 5 [43].

Obtencion de los extractos

Los ensayos propuestos por la parte 5 de la Norma fueron realizados a partir de
extractos derivados de las matrices descelularizadas y controles, ambas desinfectadas. Los
extractos fueron obtenidos se acuerdo a lo recomendado por la Parte 12 de la Norma I1SO
10993 [37]. Brevemente, las matrices estériles se cortaron en piezas de aproximadamente 3
cm2 y se las sumergio en 1 ml de medio de cultivo celular DMEM suplementado con suero
fetal bovino al 10%, 1% antibioticos y 1% de glutamina dentro de un tubo Eppendorf. Se

mantuvo en agitacidon constante a 37°C durante 72 h. Estos extractos se usaron

Pagina 26




e,

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA — FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS FISICAS Y NATURALES ESCUELA DE INGENIERIA BIOMEDICA

inmediatamente luego de su correcta preparacion para evitar contaminaciones, cambios en
la composicion u homogeneidad. ElI pH del extracto no fue modificado para ser apto en

cultivo celular.

Ensayo de viabilidad celular

Se utilizé la linea celular Vero CCL81. La misma se cultivd en Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Invitrogen, Auckland, NZ) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (PAA, Pasching, Austria), 4 mM de L-Glutamina (Gibco, Invitrogen, Auckland,
NZ), 4 mM de Piruvato de Sodio (Sigma, St Louis, USA) y 10.000 unidades/mL de
penicilina-10.000 ug/mL de estreptomicina, a 37°C en atmosfera humeda con 5% de CO2.
El medio de cultivo se renovo cada 3 dias.

Se evalud la citotoxicidad de los andamios descelularizados y no descelularizados,
mediante ensayo colorimétrico de MTT que permite valorar la viabilidad y cuantificar la
proliferacion celular. El ensayo se realiz6 de acuerdo a lo recomendado por la norma ISO
10993:5 [43], utilizando diferentes extractos de las muestras segun la norma ISO 10993-
124. Condiciones de extraccion: 1,25 cm2 de cada tipo de aloinjerto/ml de DMEM se
incubaron a 37°C durante 72 horas. A continuacion, se obtuvieron los extractos al 100%
después de la adicion de SFB (10% v/v). Adicionalmente, se prepararon extractos al 25, 50
y 75% por dilucion en DMEM suplementado. Las células se sembraron en pocillos a una
densidad de 10.000 células/pocillo y se cultivaron en las condiciones descritas arriba por 24
horas. Luego, el medio fue retirado y se agregd 50 pl de cada extracto a los respectivos
pocillos. Después de 24 horas se retiraron los extractos y se lavaron las células con buffer
fosfato salino. Por dltimo, se adicion6 50 pl de MTT (1 mg/ml) a cada pocillo y luego de 90
minutos los cristales de formazan formados se disolvieron en alcohol isopropilico y la
absorbancia se cuantific6 a 595 nm en un lector de microplacas (Multiskan Spectrum,
Thermo Sientific). Como control negativo de citotoxicidad se utilizé polietiieno de alta
densidad (PEHD 30 micrones, condiciones de extraccion: 6 cm2/ml de DMEM) y como
control positivo una solucion de fenol al 0,2% en buffer fosfato salino. Todas las muestras se

analizaron por triplicado.
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Figura 15: Placa de cultivo celular en presencia de diferentes concentraciones de extractos.

Analisis estadistico

Todos los resultados se representan como la media aritmética + desviacion
estandar. Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante la prueba t de Student o
ANOVA de una via segun el caso. Cuando el ANOVA indicé efectos significativos, se llevo a
cabo un analisis a posteriori entre las medias individuales de Bonferroni con el software

GraphPadPrism. Un valor de p < 0.05 fue considerado una diferencia significativa.
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RESULTADOS

Protocolo de Descelularizacion

Los protocolos propuestos en este trabajo mostraron diferencias en la calidad de las
hojitas descelularizadas obtenidas en cuanto a la integridad y maleabilidad del parénquima
foliar luego del uso de las diferentes concentraciones de detergente y/o del hipoclorito de
sodio. Los protocolos 1 y 2 difieren solamente en la variedad estacional de la hoja y ambos
fueron usados para los ensayos mecénicos a fin de posibilitar el uso de las hojas en
cualquier época del afio. Los protocolos 3 y 4 fueron descartados para los ensayos
mecanicos y bioquimicos porque los resultados fueron muy similares al protocolo 2 y 5
respectivamente (datos no mostrados). Finalmente, el protocolo 5 con una concentracion de
1% de SDS mostrdé una mejor manipulacién de las hojas para los ensayos de traccion y
reométricos asi también como en los estudios del comportamiento bioldgico.

La siguiente figura (Fig. 16) muestra el resultado del proceso de descelularizacion
segun el protocolo 5 a lo largo de 4 dias. Desde el tiempo 0, donde se observa
macroscopicamente el aspecto y coloracion normal de una hoja baby de espinaca hasta la
decoloracion final al cabo de 4 dias. En el dia final de descelularizacion se puede observar

un andamio de aspecto completamente traslicido con la integridad y el tamafio foliar

conservado.

Figura 16: Etapas del proceso de descelularizacién. a: Antes de iniciar; b, ¢, d y e: etapas intermedias del

protocolo con decoloracion parcial y arbol vascular conservado; f: El proceso finalizado.
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Analisis Histoldgico

Las siguientes imagenes muestran una hoja control, sin descelularizar, y una
descelularizada luego del protocolo 5. EIl protocolo de descelularizacion desarrollado en
este trabajo logré obtener una matriz foliar completamente descelularizada con las
nervaduras donde se distingue su integridad y transparencia. Ademas, pudieron observarse
los pequefios estomas conservados sobre la superficie de las hojas (Fig. 17).

Figura 17: Micrografia Optica de hoja decelularizada donde se notan claras las esporas de la hoja. (aumento 40x).

Figura 18: Micrografias de hoja de espinaca A) sin descelularizar y B) andamio descelularizado (10x).
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Microscopia Optica:

La microscopia o6ptica mostré la ausencia completa de restos celulares en las
matrices descelularizadas analizadas. En la Figura 19A y C se puede observar la presencia
de células en el parénquima foliar con sus nucleos, asimismo también se observa el sistema
de conduccién (xilema y floema) de las nervaduras. La Fig. 19B y D muestra los cortes
sagitales y transversales de un andamio descelularizado con la ausencia total de nucleos y
citoplasma celulares asi también la integridad anatomica conservada tanto en el
parénquima como en el sistema vascular, importante para su uso futuro como vehiculo para

la recelularizacion con estirpes celulares apropiadas (Ver Anexo).

Figura 19: Micrografias de la seccion sagital de una hoja de espinaca con tincién HE (A) de una hoja control
y (B) de una hoja decelularizada del protocolo 3 (40x). Micrografias de la seccion transversal de una hoja de
espinaca con tincion HE (C) de una h hoja control y (D) de una hoja decelularizada del protocolo 3(10x).
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Analisis en Microscopio electrénico de barrido (SEM)

Con la microscopia electronica de barrido se observo a distintos aumentos, una
preservacion correcta de la ultraarquitectura foliar luego del protocolo de descelularizacion
desarrollado, comparada a las muestras control (Fig. 20 A y C) indicando que el proceso de
descelularizacion no afect6 las propiedades topograficas de la superficie de la hoja.

EHT= 500KV Signal A= SE2 Mag= 1.00KX EHT= 500 kV Signal A= SE2 Mag= 100X |
WD= 6.9 mm Aperture Size = 30.00 ym  Width=114.3pm | x WD = 6.1 mm Aperture Size = 30.00 um  Width = 1.143 mm AVl

EHT = 500 kV Signal A= SE2 Mag= 500X AVAILAMARX EHT= 500 kV Signal A= SE2 Mag= 100X m LAMARX
WD= 52mm Aperture Size = 30.00 pm  Width = 228.7 ym M on x WD= 52mm Aperture Size = 30.00 um  Width = 1.143 mm e
T F

Figura 20: Micrografias electrénicas de hoja control 1000x (A), 100x (B), y hoja decelularizada 500x(C) y 100x (D).
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Ensayo de Traccion

Los andamios de los protocolos 1, 2 y 5 fueron utilizados para los ensayos de
traccion.
En la Fig. 21 se observan los resultados de los ensayos realizados sobre hojas
descelularizada por el protocolo 1. En el gréfico podemos visualizar una gran dispersion de
las tensiones aplicadas en cada muestra, si bien una de las muestras soport6 tensiones
altas, este comportamiento no vuelve a aparecer en las siguientes muestras que indicaria
una variabilidad entre los andamios obtenidos.

Ensayo de traccion espinaca Invierno 10% Hipoclerito
175

= Muestra 1
—— Muestra 2
= Muesira 3

Muestra 4

150 Muestra 5

125

100

o (KPa/mm)

0 5 10 15 20 5 £

Figura 21: Ensayo de traccion sobre las hojas del protocolo 1, donde en el eje de las abscisas deformacidn unitaria de la
muestra, y en el eje de las ordenadas tenemos el esfuerzo de tension sobre las muestras.

La Fig. 22 muestra la curva representativa de tension-deformacion sobre hojas del
protocolo 2de descelularizacion. El grafico muestra andamios més resistentes que los del

protocolo 1, sin embargo con una elasticidad mucho menor.
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Ensayo de traccion oja de Verano, 10% hipoclorito

= Muestra 1
— Muestra 2
= Muestra 3

100

o (KPa/mm)

00 5 50 15 10.0 125 150 £

Figura 22: Ensayo de traccion sobre las hojas del protocolo 2.

En la Fig. 23 a partir de andamios obtenidos por el protocolo 5, debido a la mejor
conservacion de la integridad del andamio, las tensiones calculadas fueron altas, lo que

implicaria una menor elasticidad y mayor rigidez.

Ensayo de traccion hoja de verano, 5% de hipoclorito

= Muestra 1
= Muestra 2
= Muestra 3
150 Muestra 4

125

a (KPa/mm)
o g

8

it L AN R - e

£

5

Figura 23: Ensayo de traccion sobre las hojas del protocolo 5.

En funcion de las curvas de tensién-deformacion, se calcularon los médulos de Young en

los 3 protocolos empleados. El médulo de Young, es la relacién entre tension calculada, y la

Pagina 34



UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA — FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS FISICAS Y NATURALES ESCUELA DE INGENIERIA BIOMEDICA

deformacién unitaria. Esto implica que mientras mayor es este mdodulo, mas grande es la
fuerza que debe aplicarse a la muestra para lograr una deformacion longitudinal, entonces
la elasticidad es menor. Analogamente, si el modulo es de un valor bajo, esto implica que la
muestra es mas elastica. A partir del andlisis de los graficos de caja obtenidos mediante un
cbdigo realizado en lenguaje Python (Fig. 24). En las hojas del protocolo 1 observamos una
mediana asimétrica, lo que significa que los datos estan sesgados y la mitad de estos se
encuentra con una elasticidad inferior a 24 KPa-. Esto se debe a que estas muestras
presentan valores poco constantes y tenemos una diferencia considerable entre cada muestra.
A continuacién, analizamos el protocolo 2 donde notamos valores mas bajos de modulo,
como también presentaba valores bajos de deformacién longitudinal inferimos que se trata de
una muestra con poca elasticidad y poca rigidez, lo cual demuestra propiedades fisicas poco
aceptables para un andamio.
Por dltimo, en los datos analizados de las hojas del protocolo 5 vemos que la mediana se
encuentra en un valor de 53 KPa, lo cual es mas del doble que los otros protocolos. Este dato
sumado a que las muestras se deformaron una distancia considerable, podemos afirmar que las

muestras de este protocolo presentan mayor rigidez y permiten la manipulacién necesaria para

Grafico de caja de elasticidad

&0 verano 5% verano 10% invierno 10%
count 4.000000 3.000000 5.000000

¥ mean 49578225 14.553195 27857062
40 std  11.128420 8623188 13.448663
min 34213274 7184753 9.799919

. 25% 44965681 9.811131 22 582276

20 50% 53.119460 12.437509 24193559

10 75% S57.732004 18237416 37815043

max 57.850706  24.037323 43.694512

0 1 2

Figura 24: Gréafico de cajas del médulo de Young de los protocolos analizados, con la tabla de los valores
estadisticos expuestos, realizados con Python.

ser utilizadas como andamios. Por dltimo, los datos tomados muestran simetria y consistencia
como mencionamos anteriormente
La Fig. 25 muestra los valores de los modulos de Young para los andamios a partir de los 3
protocolos ensayados. Un ANOVA de una via muestra un valor de la elasticidad de 53,1 KPa
para el andamio obtenido por el Protocolo 5 significativamente mayor (p < 0,2740) respecto de
los valores obtenidos con el Protocolo 1 (24,1 KPa) y con el Protocolo 2 (12,4 KPa,).

Los valores del Moédulo de Young calculados para las muestras de los diferentes
protocolos segun lo descripto en Materiales y Métodos se presentan en la Figura 17. Un
ANOVA de una via revela un efecto significativo de los diferentes protocolos de

descelularizacién utilizados sobre el moédulo de elasticidad en los andamios foliares
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obtenidos (F (2,12) = 15,11, p < 0,0005). La prueba de Bonferroni mostré que las diferentes
combinaciones de concentracion de detergente y de hipoclorito de sodio maodificaron la
elasticidad significativamente luego del protocolo 1 (p < 0,05) y protocolo 2 (p < 0,001)
respecto de las matrices obtenidas por protocolo 5. No se observaron diferencias
significativas en el Modulo de Young entre los andamios obtenidos después del protocolo 1
y del protocolo 2.

Los protocolos 1 y 2 mostraron un modulo de Young significativamente menor que el
protocolo elegido para los ensayos, lo que sugeriria que se obtuvieron andamios que
resisten a fuerzas de tension bajas, que indicaria que la hoja descelularizada queda débil y
dificil de manipular para ser utilizada como andamio. El Protocolo 5 mostré6 un andamio,
donde mejoraron las propiedades fisicas de tension y de elasticidad mejorando la

manipulacién del mismo.

Ensayo de Traccion

__ 80~

E Hl Protocolo 1
3 60 . =3 Protocolo 2
E’ BE=a Protocolo 5
o

> 40—

4h]

O

O

S 20-

O

O

=

0 .

Figura 25: Médulo de Elasticidad de hojas descelularizadas de acuerdo a los diferentes protocolos empleados
(n=4. *p < 0,0005), (ANOVA de una via).
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Ensayos de Reometria

Barrido de Amplitud

Por medio del ensayo reoldgico se obtuvieron los rangos elasticos y viscoso de las
muestras de los andamios obtenidos de los protocolos 1,2,3,4, y 5. Comenzamos realizando
un barrido de amplitud para todas las muestras con un n=2, de aqui sacamos el rango de
amplitud en el cual las muestras son elésticas. Con esta informacion, buscamos la amplitud
en el cual todas las muestras son elasticas para luego realizar un barrido de frecuencia
utilizando esta amplitud, con el fin de ver el comportamiento de los andamios para luego
poder evaluar cdmo va cambiando la estructura y clasificarla en viscosa, viscoelastico
sélido, viscoelastico liquido y elasticos.

En la Figura 26 tenemos en el eje de las abscisas los valores de angulo de
deformacién realizados sobre las muestras, y en el eje de las ordenadas la presion
realizada por la muestra para volver a su forma inicial. Luego también tenemos en estos
gréficos, dos lineas trazadas por ensayo, una llamada G’ o0 médulo de almacenamiento (si
estd por encima de G” indica que la muestra se comporta como un solido) lo cual esta
marcada con cuadrados, y otra G” o energia que se disipa (si esta por encima de G’ indica
gue la muestra se comporta como un liquido) y esta demarcada con triangulos. Cuando
G'>G" se puede inferir que la muestra se trata de una estructura resistente, tridimensional y
de tipo gel o sodlido, cuanto mayor sea el angulo en el cual son paralelas G’ y G” mayor
elasticidad tiene la muestra. Entonces, en las figuras mencionadas, G’ y G” se encuentran
de la misma forma, lo cual coincide con el hecho de que estamos estudiando muestras
tridimensionales que son sélidos. Y por ultimo, todas son elasticos en el angulo 0,1 rad, por
lo que se decide realizar el barrido de frecuencia con este angulo. Cuando G’ disminuye,
significa que la estructura se rompe, lo cual indica que la muestra se deformo de forma

permanente y que no se encuentra mas en el rango elastico.
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Figura 26: Graficos del promedio de los ensayos de cada muestra. Curva roja representa el protocolo 2,
curva azul representa protocolo 3, curva amarilla representa protocolo 4 y curva verde representa

protocolo 5.
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Barrido de Frecuencia

Luego para el barrido de frecuencia, se eligié una frecuencia angular de 0,1rad y 10 Hz.
Aqui tenemos en el eje de las abscisas la frecuencia aplicada a la muestra, mientras que en el
eje de las ordenadas tenemos la presion que ejerce la muestra al movimiento aplicado. También
tenemos graficado el componente G’ y G” para cada muestra.

En este ensayo, cuando G'>G” y estas se mantienen paralelas, es un indicador de que
hay un desfasaje entre 0-45°, lo cual indica que el andamio es un material viscoelastico solido
(tiene més condicidn de solido elastico que de liquido).

Por ultimo, en la Figura 27 vemos como varia significativamente los valores tomados en
el barrido de frecuencia debido al cambio de la elasticidad por el cambio de los pardmetros en el
protocolo de descelularizacion.

Siendo estos valores directamente proporcionales al aumento y disminucién del porcentaje de

hipoclorito implementado, su tiempo de exposicién y si la hoja es de invierno o verano.
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Figura 27: Protocolo 1 (amarillo), protocolo2 (verde), proto~cmo“|(;r3 (rojo), protocolo 4 (celeste), protocolo 8

(azul)

En los resultados de las hojas del protocolo de decelularizacion elegido (5), notamos
valores de médulo de almacenamiento y médulo de pérdida mas bajos en comparacion con los
valores obtenidos de las hojas que pasaron por un protocolo muy abrasivo, esto a la vez
significa que el moédulo de corte de las hojas del protocolo 5 es menor al médulo de corte de las
hojas de los otros protocolos. EI moédulo de corte, también conocido como la resistencia a la
deformacidn o relacién esfuerzo/deformacion, nos indica que las hojas que se encuentran mas
enteras, y con una estructura mas rigida, tienen menos tolerancia a deformaciones, son hojas

gue tienen menos elasticidad que las que son tratadas con un hipoclorito mas concentrado.
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Cuantificacion de SDS

Obtener un andamio acelular con la menor cantidad de SDS residual, puede ser un
factor determinante para la recelularizacién y la adherencia y proliferacion celular posterior.
La Figura 28 muestra la cantidad de SDS residual en los scaffolds luego del protocolo de
descelularizacion utilizado. Las matrices exhibieron un contenido, al finalizar el
procedimiento de descelularizacion, de 0,0005 + 0,001 % P/V en comparacién con la
concentracion al inicio del mismo proceso, que fue del 1 % P/V. Estos valores obtenidos
brindaron la evidencia de que los sucesivos lavados implementados llevaron a una
eliminacion practicamente total del detergente, esencial para evitar una futura interacciéon
negativa en el proceso de recelularizacion posterior. EI Test de Student revelé una
diferencia significativa entre el principio del ensayo con la concentracion final obtenida,

luego del protocolo ensayado con un p < 0,0001 y un t=157,0.

1.5

1.0

SDS% PV

0.5

Figura 28: Gréafico de concentracion de SDS inicial de las hojas y final. n=3 * p < 0,0001 t=157,0 (Test de
Student) .
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Cuantificacion de ADN

El contenido de ADN remanente es indispensable para evitar una reaccion de
histoincompatibilidad en el proceso de recelularizacion posterior, el cual esta establecido en
bibliografia en una cantidad menor a 50 ng / mg de tejido). Un test de Student revel6 una
disminucion significativa (t=4,943, p < 0,001) (de ADN entre los andamios descelularizados
(35,58 £ 10,06 ng de ADN/mg de tejido) y las hojas nativas (237,94 + 90,99 ng de ADN/mg

de tejido. (Fig. 29).
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Figura 29: Cuantificacion de ADN de hoja control y andamio descelularizado. (n=5, *p=0,001).
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Ensayo de citotoxicidad

La ausencia de citotoxicidad del andamio resultante luego de la descelularizacion es
indispensable para poder considerarse como un andamio seguro para la resiembra con las
diferentes estirpes celulares que deberan adherirse y proliferar sobre los scaffolds
obtenidos.

En la Fig. 30, un ANOVA de una via revelo un efecto significativo del andamio
control sobre la viabilidad celular (F (5, 48) = 251,9, p<0,001). El test de comparaciones
multiples a posteriori de Bonferroni mostré diferencias significativas entre los diferentes
extractos preparados y el control positivo (p<0,001). Ademas, todos los valores de las
diferentes concentraciones de los extractos fueron superiores al 70% recomendado por la
Norma ISO 10993:5 [37].

Citotoxicidad Hoja Control

150+
100+

50+

%

0- 1

oo s oo e o R

Figura 30: Hoja control. Viabilidad celular del extracto 100% obtenido de la dMEC en cultivo de células
Vero durante 24h. Barras representan media aritmética + ESM. n= 3. *significativamente diferente del

Control positivo, p < 0,005 (Test de bonferroni).

Una ANOVA de una via para el efecto de la descelularizacién en el protocolo 4
revelé un efecto significativo del andamio control sobre la viabilidad celular (F (5, 48) =
237,6, p<0,001). El test de comparaciones a posteriori de Bonferroni mostro diferencias
significativas entre los diferentes extractos preparados y el control positivo (p<0,001). Sin
embargo, el valor del extracto 100% fue menor al 70 % lo que estaria indicando que en el
procedimiento de descelularizacion pudo haber quedado algun resto de algunos de los
agentes descelularizantes que puede estar provocando un efecto citotoxico o también que
el proceso de lavado no fue muy eficiente pudiendo quedar algun remanente de SDS. Los
extractos mas diluidos no mostraron citotoxicidad segun lo recomendado por la ISO 10993:5
[37].
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Citotoxicidad Protocolo 4

150
L
100
1

50—
=
0- | | |
s g g s ™ R

Figura 31: Protocolo 4. Viabilidad celular del extracto 100% obtenido de la dMEC en cultivo de células Vero
durante 24h. Barras representan media aritmética + ESM. n= 3. *significativamente diferente del Control positivo,
p < 0,005 (Test debonferroni).

Una ANOVA de una via de los andamios obtenidos a partir del protocolo 5 de
descelularizacion mostré un efecto significativo sobre la viabilidad celular (F (5, 48) = 393.1
p < 0,0001). El test a posteriori de Bonferroni revelé una viabilidad significativamente mayor
en todas las concentraciones de extractos preparadas a partir de los andamios del protocolo
5 (p < 0,001) respecto del control positivo. Estos resultados nos sugieren que el andamio
obtenido carece de citotoxicidad bajo las condiciones ensayadas.

Citotoxicidad Protocolo 5
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Figura 32: Protocolo 5. Viabilidad celular del extracto 100% obtenido de la dMEC en cultivo de células Vero durante 24h.

Barras representan media aritmética £ ESM. n= 3. *significativamente diferente del Control positivo, p < 0,005 (Test de
bonferroni).
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DISCUSION

La descelularizacion es una metodologia desarrollada cuyo objetivo final es la
eliminacion celular completa de un tejido sin afectar negativamente la composicion, la
actividad biolégica o la integridad mecanica del resto de la matriz tridimensional. Su
finalidad es obtener matrices acelulares como un andamio de origen natural para la
potencial repoblacién de diferentes estirpes celulares [44]. Las técnicas y los tiempos de
procedimiento descriptos en la literatura son disimiles y la optimizacién de una metodologia
simple, sencilla y a tiempos cortos se constituyd en nuestro objetivo principal. El protocolo
de descelularizacién desarrollado en este trabajo permiti6 obtener un andamio
tridimensional descelularizado a partir de hojas de espinaca con caracteristicas mecanicas,
histol6gicas y con un comportamiento biol6égico compatible para ser recelularizado

posteriormente.

El uso de andamios de origen vegetal surge ante la posibilidad de desarrollar
estructuras con una microarquitectura 3D conservada, una red vascular preservada y con
propiedades mecanicas que simulen las de un tejido animal que pueda ser utilizado como
plataforma para la integracion tisular sin incompatibilidades histoquimicas indeseadas. En
funciébn a esto, nos propusimos optimizar las concentraciones de los agentes quimicos
descelularizantes para obtener un andamio con propiedades mecanicas y reométricas
Optimas para la resiembra con células madre mesenquimales. Varios estudios han
comenzado a utilizar andamios vegetales descelularizados para proporcionar soporte
estructural y biomecénico para la recelularizaciéon con células de mamiferos, allanando asi
el camino para el uso de material vegetal para generar injertos de tejido ya vascularizados
[14][37][42]. Esta experiencia se basa en la utilizacién de varios métodos potenciales de
descelularizacion del material vegetal, incluidos quimicos como soluciones
hipo/hiperténicas, detergentes, disolventes; fisicos (por ej. congelacién/descongelacion,
agitacibn mecanica o enzimaticos como tripsina y nucleasas) [14][37][42]. Sin embargo, las
plantas son organismos muy resistentes, presentan una cubierta de ceras en la superficie
de los drganos foliares que le permite soportar la exposicion a mdultiples cambios
ambientales, como el viento, la lluvia o el sol evitando principalmente la pérdida de agua
para mantener la tonicidad, por lo tanto, requieren un procesamiento mas drastico que los
tejidos animales mas sensibles. De este modo, se opt6é por un tratamiento quimico previo
con un solvente organico, el n-hexano, que elimind por completo la cuticula foliar
volviéndola permeable al detergente. Este paso previo fue fundamental porque se evitd el

uso de otros agentes quimicos 0 mayores concentraciones de detergentes que pudieran
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dafar la arquitectura de la hoja, degradar las proteinas o dejar residuos toxicos en el

andamio.

El tratamiento quimico con el detergente ibnico SDS al 1 % (protocolo 5) y 10%
(protocolo 1-4) fueron adecuadas para solubilizar las membranas celulares y nucleares y
desnaturalizar las proteinas citoplasmicas sin afectar la pared celular (Figura 16). Los
andlisis histologicos mostraron la completa remocion del contenido celular y la correcta
preservacion del arbol vascular (Fig. 18 y 19). Estos resultados indican que una
concentracion de 1 % de SDS con agitacion constante durante 3 dias fue suficiente para
lograr una descelularizacién completa de la hoja de espinaca entera. Ademas, el uso de un
Unico detergente permitié la eliminacion del contenido celular sin afectar el tejido foliar. Esto
es de vital importancia ya que la mayoria de los autores utilizan 10% de SDS y la presencia
de otros detergentes no i6nicos para la remocién citoplasmica [14][47][46]. Es conocido que
la presencia de detergentes no idnicos puede dejar residuos en los tejidos al no ser
completamente diluido en agua a tiempos cortos necesitando mayor tiempo de enjuague de
las muestras o el agregado de otro tipo de solvente para su eliminacién completa. La
presencia de SDS residual no posibilitaria la existencia de un andamio biocompatible, es
decir, que el ingreso de nuevas estirpes celulares en la etapa de recelularizacion podria
presentar algun tipo reaccion de histocompatibilidad negativa en el huésped por lo que su
eliminaciéon marca un punto importante para la resiembra posterior. La Fig. 28 muestra la
cantidad de SDS residual (0,0005%) luego de los lavados lo que nos estaria indicando una
ventaja sustancial en el uso de este surfactante acuoso y facilmente descartado del sistema

tras sucesivos lavados.

El material nuclear residual dentro del scaffold puede contribuir a problemas de
citocompatibilidad e incluso generar respuestas adversas del huésped tras la repoblacion
celular. Aunque las técnicas de descelularizacion no pueden eliminar el 100% del material
celular, la bibliografia reporta que la cantidad de ADN remanente no puede exceder los 50
ng/mg de tejido seco [39]. La Fig. 27 muestra que el contenido de ADN residual luego de la
descelularizacion fue de 35,58 + 10,06 ng de ADN/mg de tejido seco indicando que el
proceso de lavado exhaustivo y los procedimientos quimicos empleados lograron remover la
mayor parte del contenido nuclear. Estos resultados corroborarian la falta de presencia de

nucleos observada histolégicamente por las diferentes microscopias Opticas (Fig. 19B y D).

Ademads, la reduccioén en la concentracion de hipoclorito de sodio facilitd la obtencién
de andamios con caracteristicas mecanicas mas favorables para la manipulacion de los
andamios previo a la resiembra celular. Las mayores concentraciones de NaClO debilitaron

las hojas otorgandoles mas elasticidad, pero también presentando deformaciones
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permanentes con la aplicacién de fuerzas pequefias. En el protocolo 5 se logré una
concentracion adecuada en el que se mantuvieron las propiedades elasticas y la integridad
del parénquima foliar. En las pruebas mecénicas de traccion mediante la aplicacion de una
fuerza uniaxial, los matrices descelularizadas mostraron un comportamiento caracteristico
segun la concentracion de agentes quimicos utilizados segln se observa en las curvas de
tension-deformacion (Fig. 23). Los valores del modulo de Young para los diferentes
tratamientos (Fig. 25) revelaron un comportamiento diferente en la elasticidad dependiendo
del protocolo de descelularizacion empleado. EI SDS 10% ejerci6 una disminucion
significativa en las propiedades mecéanicas respecto de las matrices con SDS 1% y con 5%
de NaClO, indicando una menor rigidez, la cual podria estar correspondiendo a cambios
guimicos provocados por la mayor concentracion de ambos agentes con la superficie de la
membrana acelular. Las tensiones registradas en los andamios obtenidos fueron del orden
de las descriptas en bibliografia para andamios de corazéon humano [14][47], lo cual
sugeriria que podrian utilizarse como plataformas naturales para repoblar con células
cardiacas para su uso en medicina regenerativa. Los estudios reolégicos de las matrices
descelularizadas obtenidas van en concordancia con los ensayos de traccion indicando
propiedades biomecanicas que lo hacen favorable para el uso en reemplazo de andamios

cardiacos.

Los diferentes estudios llevados a cabo en este trabajo muestran que los andamios
desarrollados poseen comportamientos biomecanicos excelentes, no contienen detergentes
residuales y el contenido de ADN remanente est4 por debajo de lo sugerido para no
producir reacciones de histoincompatibilidad. Asi es que como paso final nos propusimos
evaluar la citobiocompatibilidad de las matrices en el ensayo de citotoxicidad recomendado
por la norma ISO 10993:5. Los resultados observados en la Fig. 32 demostraron que los
andamios no presentaron citotoxicidad bajo las condiciones ensayadas y que la viabilidad
celular fue superior al 70%. Los valores de viabilidad celular encontrados no presentaron
diferencias significativas con el control negativo por lo que dichos andamios podria ser

utilizado como scaffolds para un proceso de recelularizacion posterior.

CONCLUSION

Como conclusién, se obtuvieron andamios a partir de hojas de espinaca por diversos
protocolos de descelularizacion. El protocolo 5 demostré ser el mas adecuado ya que se
disminuyeron las concentraciones de agentes quimicos en un plazo final de 4 dias y los
andamios obtenidos presentaron una microarquitectura conservada, libre de restos

celulares, con un arbol vascular conservado y biocompatible.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A continuacién de este trabajo nos encontramos con el desafio de implantar células
animales y humanos en dichos andamios, y poder cultivar y crecer tejidos sobre ellos, con la
esperanza de que en un futuro se pueda realizar ensayos clinicos con parches de tejidos
obtenidos con estas hojas de espinaca tan econémicas y abundantes, y asi colaborar con la

problematica de la necesidad de drganos y tejidos para trasplantes.
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ANEXO

Codigo de andlisis de traccion

Codigo para los ensayos sobre el protocolo 1

— Jupyter Invierno 10% m12345 Last Checkpoint 03152023 (autosavad) A Logaut
File Edit Wiew Insert Call Keme! Widgets Help |F"y'.|"::|n 30
B+ %= 2 B+ % »Run B C P Code ~ =
In [1]: | #Comenzamos importando Librerias
import pandas as pd
import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt
import seaborn as sns
In [2]: |df = pd.read_excel("C:/Users/ludmi/Desktop/Fcefyn/Proyecto Integrador/ENSAYD TRACCION/Ensayos ESPINACA 2 COMBINADO.x1sx™)
In [3]: | df.head{)
out[3]:
Muestrai DesplaxaT:mnﬁ Presion1  Fuerzal Muestral Despla.laT:':E Presiond FuerzaS Muestra2 DEEFIBET:;?; ... Fuerzad Muestrad De
1] 1 0.000000 ©85.306725 0.001213 50 0000000 3388204705 0.026142 20 0002408 . 0.002BEZ 30
1 1 0.003749 -385.560182 -D.000G23 50 0003748 4572.460148 00032321 20 0DDET4T .. 0001744 30
2 1 0.005248 ©43.478459 0.001137 50 0013745 4277.102729 0.030233 20 0.016244 . -0.000Z27 30
3 1 0.002295 1158.407246 0.002047 50 0023741 5085.432297 0.035805 20 0022401 .. 0.00E115 30
4 1 0.013745 1587.680371 0.00220G 50 0033737 4158420040 0.020305 2.0 0.028730 ... 0.001072 3.0
5 rows x 25 columns
4 1 4

In [4]: | df= df.drop{{'Unnamed: 28','Inviernc’,'Fecha 1&6/@6/22", "Unnamed: 23", 'Unnamed: 24'},awis=1)

In [5]: | df.head{)

out[s]:
Muestral Despla.:aTri:mnﬁ Presion1  Fuerzal Muestrad Despla.:aTri:':E Presiond  FuerzaS Muestra2 DEEFIBET;:;?; Presion2  Fuerza2 Muw
0 1 0.000000 ©B5.386725 0.001213 50 0000000 3388.294705 0.026142 20 0002488 3231.831148 0.0D5754
1 1 0.003749 -385.560182 -D.000G23 50 0003748 4572.460148 00032321 20 0008747 -G00.813322 -0.0010582
2 1 0.005248 ©43.478459 0.001137 50 0013745 4277.102729 0.030233 20 0016244 4635216179 0.008191
3 1 0002295 1158407246 0.002047 50 0023741 5085.432297 0.035805 20 0.022401 3231.831148 0.0D5754
4 1 0.013745 1587.680371 0.00220G 50 00033737 4158.430940 0.020305 20 0.028738 1115917334 0.001872
4 b

In [&]: |df['Presionl']= df['Presionl’]/16860
df["Presion2']= df['Presion2’]/leee
df[ 'FPresionz']= df['Presion3*]/18ee
df['Presions']= df['Presions’]/1eee
df['Presions' = df['Presions']/1eee

Figura 31: Tratamiento de los datos previo a ser graficados.
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: Jupyter Invierno 10% m12345 Last Checkpoint 0/15/2023 (zutosaved) [ ol Logout
File Edit Wiew Insert Cell Kearme! Viidgets Help Trustzd | Python 2
B+ @ B[4 | »Run | B|C| M| cCodke w =
Formula

In [8]:

In [3]:

In [1e]:

In [11]:

In [12]:

La forma de calcular el modulo de Young es:
E=oik
Siendo:

E = midulo de voung, en pascal.
o = tension wniaxial o fuerza uniaxial por superficie de la unidad, en pascal.
£ = deformacidn o deformacidn proporcional (esto quiere decir el cambio de longitud dividido por la longitud origimal).

Por tension se entiende la fuerza aplicada a la probeta en cada momento, pero OJO por unidad de seccion. La unidad de tension en el S| (sistema
internacional) es el Newton/meiro cuadrado, aungue a veces por ser praciicos se expresa en Kg/mm2 (milimetros cuadrados). Una vez finalizado el ensayo,
la muestra de ensayo rota se recoge para medir la longitud final y se compara con la longitud oniginal o inicial para obtener la elongacion.

Elongacion
Se caleula con |a siguiente farmula:

EL=(Lf- LojLo

# buscamos Los maximos

Pmaxl= df["Presionl’].max()
Fmax2= df["Presion2'].max(}
Fmax3= df["Presionz'].max(}
Pmaxd= df[ "Presiond”].max()
Pmaxs= df[ “Presions"].max()

print{Pmaxl,Pmax2,Pmax3, Pmax4,Pmaxs)

78.19218218246116 166.65172409557212 57.1671988301881 98.26873858448861 114.13582599202144

Pmiax1
Pmax2
Pmax3

condition_1 = df['Presionl']
condition_2 = df['Presion2']
condition_3 = df['Presion3']
cendition & = df[ "Presicns’]
condition 5 = df[ "Presicns']

Lf1= df.loc[condition_1, 'Desplazamiento (
Lf2= df.loc[condition 2, 'Desplazamiento (
Lf3= df.loc[condition 3, 'Desplazamiento (
Lfa= df.loc[condition 4, 'Desplazamiento (
Lf5= df.loc[condition 5, 'Desplazamiento (

Lfl= 7.153445
Lf2= 4.487822
Lf3= 2.531587
Lf4= 4.@65986
Lf5= 2.68823

Figura 32: tratamiento de los datos para la realizacion de los graficos de caja sobre la elasticidad.

Lo mismo se repite para el protocolo 2y 5.
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Codigo paralos Graficos de Médulo de Young

In [15]: import pandas as pd

In [28]: df_elasticidad = pd.DataFrame({"

ano 1ef%': [7.184753281284883,12.43758871897265, 24.837323155181767,"2",'2"'1,
‘invierno 18%': [9.79991922499735, 37.81584267487154, 22.5822764188240883, 24.193559463617852, 43.i

4 »
In [21]: | df_elasticidad

out[21]:
verano 3% verano 10% invierno 10%

0 455408817 7.184753 2708019
1 57830708 12437508 37815043
2 57580104 24037323 22 582276
3 34213274 7 24183558
4 B B 43804512

In [22]: | df_elasticidad = df elasticidad.replace("?", np.nan}
df_elasticidad.fillna(df elasticidad.mean(})
out[22]:
verano 3% verano 10% invierno 10%

0 43540817 7.184753 9.700019
1 57850706 12437500 37815043
2 57580104 24037323 22582276
3 4213274 14553195 24103550
4 40578225 14553105 43804512

In [22]: df_elasticidad.describe()

out[23]:
verano 5% verano 10%  invierno 10%

count 4000000 2.000000 5.000000
mean 40578225 14553105 27.657T062
std  11.128420 2623188 13448653
min 34 213274 T 184753 aTeeee
25% 44085681 B.211131 22 582075
50% 53.119460 12437500 24103550
T5% 57.732004 18237416 37815043
max 57.860T08  24.037323 43.804512

In [25]: | x =[df_elasticidad['inviernc 18%'],df elasticidad['verano 18%'],df elasticidad['veranc 5%"]]
ax= sns.boxplot({data=x)
plt.title("arafico de caja de elasticidad™)
plt.show()

Grafice de caja de elasticidad

n [ ]:

Figura 33: Cédigo Python de la creacién de graficos de caja mostrados en los resultados.
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Preservacion de Conductos Vasculares Foliares

Para demostrar la preservacion de los conductos vasculares foliares del andamio de hoja de
espinaca se realizd un ensayo simple e ilustrativo, donde se perfunde el andamio con
eosina y se observa el flujo del colorante a través de los conductos. Luego a este mismo
andamio se lo sumergié en agua desionizada y se observo que el colorante no escapa el

andamio, y el medio en el que se encuentra sumergido siguid incoloro.

Figura 34: Perfusion del andamio con eosina.
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