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Resumen

La carne cultivada es una tecnologia innovadora que busca producir tejido muscular
comestible a partir de células animales, las cuales se cultivan hasta desarrollar miofibras,
evitando asi la necesidad de sacrificar animales. Una forma efectiva de cultivar células es
usando scaffolds, que son matrices de biopolimeros que permiten el anclaje y soporte de las
células. En esta tesis doctoral, se han desarrollado dos scaffolds con las técnicas de
fabricacion de solvent casting y electrospinning, utilizando biomateriales comestibles y con una
superficie de microcanales paralelos, con el propdsito de alinear las células musculares y

promover los procesos de miogénesis y fusion celular en la fabricacion de carne cultivada.

El scaffold fabricado mediante la técnica de solvent casting ha demostrado ser eficaz en alinear
las células musculares de manera paralela a los microcanales, facilitando la formacién de
estructuras musculares alargadas, multinucleadas y similares a las miofibras. Sin embargo, el
scaffold fabricado con electrospinning no obtuvo los resultados de alineamiento esperados.
Este alineamiento celular es crucial para replicar las caracteristicas del tejido muscular in vivo,
por lo que se decidié continuar el resto de los analisis utilizando el scaffold fabricado por solvent
casting. El analisis de expresién génica mediante RT-gPCR ha revelado correlaciones
significativas entre genes involucrados en la miogénesis y la fusion celular, como myomaker,
myod, myomixer, y miosina de cadena pesada. Estos resultados han permitido la propuesta

de un modelo de progresién miogénica al usar scaffolds microestructurados.

La comparacion entre scaffolds liso y microestructurado mediante técnicas de secuenciacion
de alto rendimiento ha mostrado diferencias significativas en los perfiles transcriptomicos. El
analisis de enriquecimiento funcional ha identificado grupos génicos importantes relacionados
con el desarrollo del musculo esquelético, incluyendo categorias como el deslizamiento de
filamentos, la contraccion muscular y la organizacion de sarcémeros al utilizar scaffolds

microestructurados.

En resumen, esta tesis proporciona una comprension detallada del impacto de los scaffolds
microestructurados en la produccion de carne cultivada. Al alinear las células musculares y
promover procesos clave como la miogénesis y la fusién celular, el scaffold desarrollado
representa un avance significativo en la elaboracion de tejido muscular para su uso en carne

cultivada.



Abstract

Cultured meat is an innovative technology that seeks to produce edible muscle tissue from
animal cells, which are cultured to develop myofibers, thus avoiding the need to sacrifice
animals. An effective way to culture cells is by using scaffolds, which are biopolymer matrices
that allow the anchoring and support of cells. In this dissertation, two scaffolds have been
developed with solvent casting and electrospinning manufacturing techniques, using edible
biomaterials and a parallel microchannel surface, with the purpose of aligning muscle cells and

promoting the processes of myogenesis and cell fusion for the development of cultured meat.

The scaffold manufactured using the solvent casting technique has proven to be effective in
aligning muscle cells parallel to the microchannels, facilitating the formation of elongated,
multinucleated, myofiber-like muscle structures. However, the scaffold made using
electrospinning did not have the expected alignment results. This cellular alignment is crucial
to replicate the characteristics of muscle tissue in vivo, therefore, it was decided to continue
the remaining analysis using the solvent-cast scaffold. Gene expression analysis by RT-gPCR
has revealed significant correlations between genes involved in myogenesis and cell fusion,
such as myomaker, myod, myomixer, and myosin heavy chain. These results have allowed the

proposal of a model of myogenic progression when using microstructured scaffolds.

Comparison between flat and microstructured scaffolds using high-throughput sequencing
techniques has shown significant differences in transcriptomic profiles. Functional enrichment
analysis has identified important gene clusters related to skeletal muscle development,
including categories such as filament displacement, muscle contraction, and sarcomere

organization using microstructured scaffolds.

In conclusion, this thesis provides a detailed understanding of the impact of microstructured
scaffolds on cultured meat production. By aligning muscle cells and promoting key processes
such as myogenesis and cell fusion, the developed scaffold represents a significant advance

in the elaboration of muscle tissue for use in cultured meat.
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Capitulo 1

Introduccion

Este trabajo se centra en la aplicacién de la carne cultivada, un proceso que implica el cultivo
de células animales para producir alimentos sin necesidad de sacrificar animales, limitandose
a la extraccion de células mediante biopsias (Bhat et al., 2017) (Fig. 1). La carne cultivada se
presenta como una solucion viable a los problemas de sostenibilidad y ética asociados con la
crianza tradicional de animales para consumo. Estos problemas incluyen la extensa utilizacién
de tierras, el elevado consumo de recursos hidricos para el mantenimiento de los animales, la
emisién de gases contaminantes y, frecuentemente, condiciones de crianza que pueden

resultar en maltrato animal (Nobre, 2022).

Mioblastos Miocitos Miofibras
W 4 . -
< fOh Wk Célula satélite
-“ —_— —_— — A — ey
Lo — — —
™) §

Ty Cultivo de células A S Producto
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Biopsia para Proliferacion y
extraccion de células diferenciacion celular

Figura 1: Esquema simplificado de fabricacion de carne cultivada, donde el proceso comienza con una
extraccion de células en animales, a través de biopsia, las cuales luego seran cultivadas, donde
experimentaran procesos de proliferacion y diferenciacion, comenzando con células satélites, luego
mioblastos, miocitos y finalmente miofibras, las cuales luego formaran la carne y finalmente un producto

alimenticio. Creado con Biorender.com.

En la industria de la carne cultivada existen ya mas de 100 companias operando en paises
como Estados Unidos, Israel y Paises Bajos (Kirsch et al., 2023; Lee et al.,, 2024) . Sin
embargo, aun persisten numerosos desafios que deben abordarse para que la carne cultivada
sea una opcion accesible y viable. Entre estos desafios se encuentran el desarrollo de nuevos
medios de cultivo celulares libres de derivados animales, el disefio de biorreactores
adecuados, el co-cultivo de diferentes tipos de células, como adipocitos y miocitos, la
optimizacion del contenido nutricional del producto final y la mejora en la fabricacion de
scaffolds (Post et al., 2020; Broucke et al., 2023).



Esta tesis doctoral no pretende resolver todos los desafios asociados con la produccion de
carne cultivada, sino que se enfoca en un aspecto fundamental: el desarrollo de scaffolds, que
son cruciales para el cultivo de células musculares. En este trabajo, los scaffolds se han
disefiado utilizando biomateriales comestibles no derivados de mamiferos y presentan
microcanales alineados paralelamente. Esta microestructura permite que las células se alineen
mientras crecen, promoviendo asi la diferenciacion celular y la formacion de miofibras maduras
que imitan el tejido muscular in vivo. Este enfoque especifico ofrece un avance significativo en

la creacion de un entorno que favorece el desarrollo de tejido muscular.

Aunque existen estudios sobre scaffolds disefiados para la alineacion celular (Fasciano et al.,
2024), el impacto global en el transcriptoma y, especificamente, en los procesos de miogénesis
y fusion celular sigue siendo poco comprendido. Por ello, esta tesis doctoral se centra en
entender como el comportamiento de las células a nivel de expresion génica se ve afectado
por el scaffold. Utilizamos técnicas de Next Generation Sequencing (NGS) para analizar los
cambios en el transcriptoma completo y la técnica de RT-qPCR para evaluar cambios
especificos en la expresion génica asociados con miogénesis y fusién celular. Este enfoque
tiene como objetivo subrayar la importancia del desarrollo y la aplicacion de nuestro scaffold

en la industria de la carne cultivada.

Los scaffolds son matrices poliméricas que dan soporte a las células y les ayudan a seguir una
estructura, generando de esta forma fibras musculares que asemejen al musculo in vivo (Kang
et al., 2020). En este trabajo se han desarrollado dos tipos de scaffold con distintas técnicas
de elaboracion: solvent casting y electrospinning, ambas técnicas se caracterizan por ser
sencillas, permitir el uso de biomateriales y escalamiento del proceso. También se utilizdé una
nueva mezcla de biomateriales que ha demostrado ser adecuada para el cultivo de células
musculares. Entre los biomateriales usados se encuentra la gelatina de salmon, agarosa,
alginato, glicerol, quitosano y poli- vinil alcohol (PVA). Ademas de fabricar estos scaffolds, se
evaluo su efecto al cultivar células musculares en estos. Los principales elementos que se

consideraron en la evaluacion fueron morfologia celular, viabilidad y expresién génica.

La evaluacion de morfologia celular se realiza a través de la siembra de células musculares
en los scaffolds, y luego de distintos tiempos de crecimiento celular, se realiza una observacién
microscopica de este sistema, utilizando técnicas de fluorescencia. Esta observacién nos da
una primera impresion sobre como estan creciendo las células en los scaffolds, siendo factores
importantes que considerar en esta evaluacién la morfologia de nucleo y citoplasma, la

distribucion de los nucleos en las nuevas fibras musculares y la distribucion de estas, poniendo
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especial énfasis en la observacion de la alineacion de las fibras musculares, ya que es lo que

se espera lograr con la fabricacion de estos scaffolds microestructurados.

La viabilidad celular se refiere a la cantidad de células vivas que se pueden encontrar en
nuestro sistema. Existen diversos factores que pueden afectar la viabilidad celular, como las
condiciones ambientales del cultivo, la densidad celular, y las caracteristicas del biomaterial
que se utiliza para la fabricacién del scaffold (Kamiloglu et al., 2020). En este trabajo se evalud
la viabilidad celular en relacién con la citotoxicidad del material. Para la evaluacion de
citotoxicidad se usd el ensayo colorimétrico WST-1, el cual utiliza sales de tetrazolio que
reaccionan con enzimas deshidrogenasas mitocondriales reduciéndolas a formazan,
produciendo un compuesto coloreado (Berridge et al., 2005). Mientras mas células vivas hay,
mayor sera la actividad de estas enzimas y la produccion de compuesto coloreado. Este

compuesto coloreado luego se mide en un lector de placas.

La expresion génica de las células creciendo en los scaffolds se evalué desde dos distintos
enfoques: focalizado y general. En el enfoque focalizado se eligieron 3 genes participes del
proceso de miogénesis (myod, miogenina y miosina de cadena pesada) (Chal & Pourqui€,
2017) y 3 de fusion celular (mioferlina, myomaker y myomixer) (Lehka & Redowicz, 2020). La
evaluacion de la expresidon génica se llevo a cabo utilizando la técnica de RT-qPCR. Este
método consiste, en primer lugar, en la extraccién del ARN de las células. Posteriormente, se
identifican las secuencias especificas de los genes de interés mediante el uso de partidores
disefiados con secuencias complementarias a los genes que se desean analizar. Estos
partidores se unen a las secuencias objetivo en la muestra si los genes estan presentes,
permitiendo su amplificacion. A medida que la cantidad de ADN amplificado aumenta, se puede

detectar y cuantificar la expresion de los genes especificos en la muestra (Adams, 2020).

En el segundo enfoque, la evaluacion general de la expresion génica, se realizé la extraccion
del ARN y se evalud el transcriptoma completo de las células, identificando todos los genes
que se estaban expresando, utilizando técnicas de secuenciacidn masiva de transcriptoma
completo, como es la secuenciacion lllumina (Satam et al., 2023). Esta técnica nos permite
identificar todos los genes expresados y compararlos con un control, por lo que podemos
identificar los genes diferencialmente expresados en las células creciendo con los scaffolds,
en comparacién con un control, que en este caso fue células creciendo en placas de cultivo,
lo cual es el estandar de crecimiento. Con esta informacion se pueden realizar distintos
analisis, por ejemplo, agrupando genes segun su expresion o funcién, o prediccién de la

interaccion de proteinas que se expresarian segun los genes expresados. Este analisis nos



permitié identificar procesos celulares que estaban siendo beneficiados al usar los scaffolds
fabricados, como, por ejemplo, contraccion muscular, formacion de sarcoémeros, desarrollo

muscular, entre otros.

La hipdtesis trabajada en esta tesis doctoral indica que los scaffolds fabricados con
microcanales permiten la alineacion celular, facilitando de esta forma los procesos de
miogénesis y fusidn celular. Para probar esta hipotesis se planted el objetivo de fabricar un
scaffold que promueva la alineacion celular y evaluar el efecto de este a nivel celular y de

expresion génica, con relacion a los procesos de miogénesis y fusién celular.

Para alcanzar el objetivo de esta tesis, se desarrollaron scaffolds microestructurados mediante
las técnicas de solvent casting y electrospinning, utilizando biomateriales comestibles no
derivados de mamiferos. En la fabricacién de los scaffolds se consideraron factores como el
uso de biomateriales comestibles, la obtencion de la estructura deseada de microcanales y la
facilidad de manipulacion. Como resultado, ambos tipos de andamios cumplian con la
estructura de microcanales requerida. Sin embargo, los andamios producidos mediante
solvent casting resultaron ser mas faciles de manejar en comparacion con los elaborados por
electrospinning. Esto se debe a que los andamios fabricados con electrospinning presentaban
un grosor considerablemente menor (aproximadamente 20 pm), lo que dificultaba su

manipulacion.

Luego, con el fin de determinar el scaffold 6ptimo para cultivo y diferenciacion de células
musculares C2C12, se realizd una evaluaciéon morfolégica y de viabilidad de las células al
crecer en el sistema. En cuanto a la evaluacién morfolégica, se observé que las células en
ambos tipos de scaffolds cumplian con los criterios deseados para nucleo y citoplasma. Sin
embargo, la alineacion celular paralela a los microcanales solo se logré en los scaffolds
fabricados mediante solvent casting. En contraste, los scaffolds fabricados con electrospinning
mostraron una alineacion celular perpendicular a los microcanales. Referente a la viabilidad
celular, ambos sistemas demostraron una viabilidad superior al 70%, lo que indica que los
scaffolds no son citotdxicos y son adecuados para el crecimiento celular. Basado en estos
resultados, el scaffold fabricado con solvent casting se seleccioné como el mas adecuado para
el desarrollo de células musculares y su alineamiento, por lo que el resto de esta tesis se

desarrolld exclusivamente en este sistema.

Por ultimo, se evaluo el efecto de los microcanales sobre la expresion génica de los procesos

de miogénesis y fusion, y la expresion global del transcriptoma. Este objetivo se realizo



evaluando la expresion de tres genes involucrados en los procesos de miogénesis y tres genes
asociados con la fusién celular, utilizando la técnica de RT-gPCR. Para validar estos
resultados, se empled la técnica de inmunofluorescencia para observar la expresion de las
proteinas correspondientes a los genes analizados. Finalmente, se realizdé una secuenciacion
del transcriptoma completo para identificar la expresion diferencial de genes, revelando los
distintos procesos celulares que se ven favorecidos por el uso del scaffold desarrollado en esta

tesis.

Finalmente, esta tesis doctoral ha logrado un aporte en el campo de la carne cultivada
mediante la fabricacion de un scaffold utilizando la técnica de solvent casting y el
entendimiento de sus efectos en los procesos celulares. Este scaffold, construido con
biomateriales comestibles, presenta una estructura de microcanales paralelos que ha
demostrado ser eficaz para alinear las células musculares, facilitando asi los procesos criticos

de miogénesis y fusion celular.

El scaffold desarrollado no solo alinea las células de manera eficiente, sino que también
promueve de manera efectiva los procesos de diferenciacién y fusion de células musculares,
que son esenciales para la formacién de tejido muscular funcional. A través de un analisis
exhaustivo, se han identificado los procesos celulares especificos que se benefician del uso

de este scaffold, subrayando su impacto positivo en la producciéon de carne cultivada.

Este scaffold se destaca no solo por su capacidad para facilitar el crecimiento y desarrollo
celular, sino también por su manufactura sencilla y su facil manipulacion. Al estar fabricado
con materiales comestibles, biocompatibles y biodegradables, cumple con los requisitos de la
industria de la carne cultivada, ofreciendo una solucién practica y segura. Ademas, el scaffold
ha demostrado no presentar citotoxicidad, o que asegura un entorno saludable para el
crecimiento celular. En resumen, este scaffold representa una herramienta valiosa para la
fabricacion de carne cultivada, combinando materiales accesibles, técnicas de fabricacion

eficientes y resultados que favorecen los procesos de miogénesis y fusion celular.



Hipoétesis
Los mioblastos cultivados sobre scaffolds comestibles son capaces de interaccionar ante una
superficie con microcanales paralelos, promoviendo cambios morfolégicos, formacion de

miofibras y modificaciéon de la expresién génica tanto a nivel global como en marcadores

miogénicos y proteinas de fusién.

Objetivos

Objetivo General

Determinar cémo la interaccion entre microestructura y células musculares influye en la

morfologia celular, expresién génica global y de procesos especificos.

Objetivos Especificos:

1. Desarrollar scaffolds microestructurados a través de las técnicas de electrospinning y
solvent casting, con biomateriales comestibles no derivados de mamiferos.

2. Determinar el scaffold éptimo para cultivo y diferenciacién de células musculares
C2C12.

3. Evaluar el efecto de los microcanales sobre la expresion génica global de las células y

de los procesos de miogénesis y fusion.



Capitulo 2
Revision Bibliografica

2.1. Carne cultivada

La produccion de carne cultivada es la fabricacion de carne a partir de células animales, que
imiten la carne tradicional de consumo, pero sin criar ni matar animales (Bhat et al., 2017). Es
un hecho que el consumo de carne ha ido en aumento, triplicandose en los ultimos cuarenta
afos y solo en la ultima década ha aumentado en un 20%, y se espera que esta tendencia
continue. Lo anterior tiene un profundo impacto ambiental, ya que para satisfacer la demanda
de carne es necesario cada vez criar mas animales, lo que se traduce en aproximadamente
un 30% de la superficie del planeta que actualmente esta destinada a la crianza de animales
para consumo, y casi un 70% de la superficie de agricultura que esta destinada a la
alimentacion de estos animales, principalmente con los cultivos de soya. Tanto la crianza de
animales para cultivo, como la deforestacion sin la cual lo anterior no seria posible, conllevan
serios problemas ambientales, como la pérdida de biodiversidad de especies, generacion de
gases de invernadero (producto de la digestién de los animales) y estrés hidrico (Stoll-
Kleemann & O’Riordan, 2015). Es por esto, por lo que la fabricacion de carne cultivada es una
alternativa a los problemas asociados a la produccion de carne, y por lo cual se ha estado
desarrollando esta idea en los ultimos afos. El desarrollo de carne cultivada puede ser
realizado gracias a los conocimientos de la ingenieria de tejidos, cuyas bases fundamentales
son tres: 1) células, que den origen a un tejido, en este caso mioblastos que se fusionaran
para formar miofibras y luego musculo; 2) scaffolds, que actuen como matriz extracelular para
imitar las condiciones de un tejido in vivo; y finalmente, 3) moléculas bioactivas que guien los

procesos celulares (Bhat & Bhat, 2011).

En el afo 2013 se preparé en Londres la primera hamburguesa fabricada in vitro, con células
obtenidas de vaca, las cuales proliferaron durante 7-8 semanas, para luego diferenciarse y
formar miofibras (células musculares alargadas multinucleadas) que se cultivaron luego de 3
semanas. Para esta primera prueba de carne cultivada se fabric6 una hamburguesa de 85
gramos de carne, para la cual se utilizaron aproximadamente 10000 miofibras y su costo de
produccion fue de mas de 330000 dolares (Zaraska, 2013; Post, 2014).



Mucho se ha avanzado desde la primera hamburguesa presentada al publico en el afio 2013,
y hasta la fecha son mas de 100 compafias las que se dedican a la produccién de carne
cultivada a nivel global (Kirsch et al., 2023). Algunas de estas compafias que destacan son:
Mosa Meat, fundada por Mark Post, el cientifico que prepard la primera hamburguesa fabricada
con la tecnologia de carne cultivada; Upside Foods, que en 2017 presento la primera carne
cultivada de pollo, siendo la primera compafia en obtener aprobacion de la FDA de Estados
Unidos y que en el afio 2023 comenzo la venta de productos de carne cultivada de pollo; y
Aleph Farms, compania israeli que en el afio 2018 fabricé el primer filete utilizando tecnologia

de bio- impresion 3D y sin utilizar manipulacion genética (Lee et al., 2024).

Para que la produccion de carne cultivado pueda ser una realidad accesible, es necesario
reducir los costos, optimizar los procesos y escalar los cultivos para producir grandes
cantidades en biorreactores, lo que aun representa uno de los mayores desafios para la
produccion de esta industria. Sin embargo, el futuro de la carne cultivada es prometedor, y se
posiciona como una alternativa amigable con el medio ambiente, libre de crueldad y saludable

para la alimentacién (Bhat et al., 2019).

En este proyecto se trabajard en el desarrollo de carne cultivada, utilizando scaffolds
fabricados con biomateriales comestibles no derivados de mamiferos, para ser consecuentes
con la idea de no matar animales. Ademas, se utilizaran scaffolds con distintas
microestructuras donde creceran las células, con el fin de poder optimizar el proceso de fusion
celular para la formacion de miofibras, y de esta forma optimizar a su vez el proceso de

fabricacion de carne cultivada.

2.2. Scaffolds, microestructura y biomateriales

Los scaffolds son matrices tridimensionales, generalmente porosas, biodegradables y
biocompatibles, que sirven de soporte mecanico para las células y que aportan estimulos
fisicos y bioquimicos que permiten la adhesién, migracion, proliferacion y diferenciacion celular
(Loh & Choong, 2013). Debido a la compleja estructura del musculo esquelético, es necesario
el uso de scaffolds para poder orientar las células hacia un crecimiento lo mas parecido in vivo.
Para cultivar células musculares se pueden utilizar scaffolds fabricados con técnicas
convencionales (freeze drying, gas foaming y solvent casting) (Loh & Choong, 2013) y técnicas
avanzadas, como electrospinning y bioimpresion 3D (Kang et al., 2020). En este trabajo se

utilizara la técnica convencional de solvent casting y la técnica avanzada de electrospinning.



Para solvent casting se utiliza una solucion de polimero con algun solvente volatil y un agente
polimérico, los cuales se verteran en un molde donde el solvente se evaporara, dejando asi
un scaffold de estructura polimérica (Fig. 2A). En cambio, la técnica de electrospinning consiste
en el uso de una jeringa cargada con la solucion de polimero, por la cual pasara un campo
eléctrico que en conjunto con una bomba de jeringa haran que la solucién de polimero salga
eyectada hacia un colector, el cual también tendra corriente eléctrica, donde se iran

depositando fibras de polimero formando un scaffold entramado (Fig. 2B) (P. Zhao et al., 2018).
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Figura 2: Representacion esquematica de los métodos de fabricacion de escaffolds utilizados. A:
Solvent casting. B: Electrospinning. Creado con BioRender.com

Los scaffolds pueden ser desarrollados con distintos biomateriales que aporten cualidades que
mejoren el cultivo de las células. Ya que la idea de generar carne in vitro es para evitar matar
animales para el consumo, en este trabajo se utilizaran biomateriales comestibles para la
fabricacion de scaffolds y que no sean derivados de mamiferos, como la gelatina de pez,

alginato, agarosa y glicerol (Orellana et al., 2020).

Una de las caracteristicas de los scaffolds que los hacen adecuados para el cultivo de células

y la creacién de tejidos, es que representan un cultivo en tres dimensiones, diferente a cultivar



células en monocapa, que, si bien tienen la capacidad de proliferar y diferenciarse, no alcanzan
las condiciones mas similares al tejido in vivo, ya que no presentan una matriz extracelular. El
cultivo en tres dimensiones permite ademas utilizar distintas microestructuras en los scaffolds,
para que de esta forma el sistema sea lo mas similar posible a la estructura que aporta la

matriz extracelular (Khademhosseini et al., 2006).

Varios estudios se han realizado demostrando buenos resultados al usar microcanales en
superficie de scaffolds para el cultivo de células musculares. Uno de estos estudios, realizado
en superficie de vidrio y con microcanales, resulté en la formacion de miotubos orientados en
paralelo de manera parecida a la organizacién que se esperaria en musculo esquelético
(Yamamoto et al., 2008). Otro estudio en el cual se utilizé scaffolds de gelatina e hidrogel con
microcanales mostré una aceleracién en el proceso de maduracion de miotubos, aumentando
la expresion de genes relacionados con la formacion y organizacién de sarcémeros (unidad
funcional del musculo), ademas, se observé que los miotubos formados en los microcanales
tenian mayor longitud y menor posibilidad de ramificarse al momento de la fusion, lo cual
podria beneficiar la maduracion temprana de los miotubos, ya que la ramificacién de miotubos
es un fenémeno que no se observa in vivo y por lo tanto no es deseable para el cultivo (Denes
et al., 2019).

En cuanto a la fabricacion de los microcanales y sus caracteristicas, se ha reportado que
mioblastos sembrados en microcanales de aproximadamente 70 um de ancho, en scaffolds
fabricados por solvent casting, resultan en células con morfologia similar a la de miofibras,
luego de una semana de diferenciaciéon (Acevedo et al., 2018). En cambio, microcanales de
70-20 nm realizados en scaffolds fabricados con electrospinning, han demostrado crecimientos
de mioblastos en paralelo, con miotubos alineados y alta expresion de miosina de cadena
pesada, lo que indica maduracién terminal de miotubos (Jana & Zhang, 2013). En trabajos
previos de Orellana et al., (2020), se fabrico un scaffold con biomateriales no derivados de
mamiferos, donde se utilizé un molde de acrilico con surcos para fabricar los microcanales en
el scaffold, con un ancho de entre 70-90 um. Los resultados obtenidos en este trabajo
demostraron que los microcanales promueven el alineamiento de las células, la formacion de
estructuras similares a miotubos y la expresion de marcadores de diferenciacién como
desmina, miogenina y miosina de cadena pesada, demostrando que los microcanales

favorecen el proceso de miogénesis.

Una de las caracteristicas fundamentales de los scaffolds utilizados para la carne cultivada es

que éstos deben ser comestibles, de lo contrario, deberia eliminarse el scaffold y solo aislar
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las miofibras formadas para consumo, lo cual seria un proceso innecesario que tomaria mas
tiempo y podria danar las células. Los biomateriales comestibles utilizados en este proyecto
son gelatina de salmoén, alginato, agarosa y glicerol, para la fabricacion de solvent casting, y

poly vinil alcohol (PVA), gelatina de salmén y quitosano para electrospinning.

La gelatina de salmon actua como una macromolécula funcional que contiene secuencias de
RGD (arginina-glicina-acido aspartico), favoreciendo la adhesion y proliferacion celular
(Enrione et al., 2018). Este componente presenta ventajas significativas sobre la gelatina de
mamifero, como menor riesgo de transmision de enfermedades y mayor aceptacion cultural
global (Al-Nimry et al., 2021). Por otro lado, el alginato, un polisacarido anidnico compuesto de
B -D- acido manurénico y «-L- acido gulurénico, forma geles al ser entrecruzado con iones
divalentes o macromoléculas cargadas positivamente (Bishnoi et al., 2022), mientras que la
agarosa, otro polisacarido lineal compuesto de compuesto por unidades repetidas de B-D-
galactosa unida a 1,3 y 3,6-anhidro-a-L-galactosa unida a 1,4 alternativamente, ofrece un gran
poder gelificante, reversibilidad térmica y capacidad para formar peliculas (Ghasemzadeh et
al., 2021). La inclusion de glicerol en la formulacién, siendo un plastificante, contribuye a
ajustar las propiedades mecanicas y de textura del scaffold, facilitando asi el desarrollo de una

matriz manejable para la produccién de carne cultivada.

PVA es un polimero sintético caracterizado por ser biocompatible y biodegradable, teniendo
ademas las caracteristicas adecuadas de elasticidad, viscosidad y tension superficial, que lo
hacen apropiado para su uso en electrospinning (Taborda et al., 2023). Finalmente, quitosano
es un polisacarido derivado de quitina que ha sido ampliamente en la ingenieria de tejidos
debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad (Ribeiro et al., 2017).

2.3. Formacion de musculo

Para la produccion de carne in vitro, el cultivo de células musculares tiene como propésito la
formacién de miofibras, que resultan de la fusiébn de mioblastos y dan origen a células
alargadas y multinucleadas. Un conjunto de miofibras recibe el nombre de fasciculos y
finalmente, un conjunto de fasciculos da origen al musculo propiamente tal (Kierszenbaum A,
2008). Para que los mioblastos puedan formar miofibras maduras y funcionales, deben iniciar
el proceso de miogénesis, durante el cual estas células comienzan a diferenciarse y cambian
su forma (de circulares o estrelladas y uninucleadas, a una forma mas alargada), para luego

fusionarse entre si y finalmente formar las miofibras multinucleadas (Ganassi et al., 2018). La
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miogénesis esta regulada principalmente por cuatro factores reguladores miogénicos: MYF5,
MyoD, miogenina y MRF4 (Chal & Pourquié, 2017).

Una de las etapas cruciales de la miogénesis es la fusidn celular, que resulta en la formacion
de las miofibras multinucleadas. Para que comience el proceso de fusion, primero las células
deben adquirir una forma alargada, luego deben ser capaces de reconocer y adherirse a las
células competentes, es decir, aquellas que ya han comenzado el proceso de miogénesis y
que, por lo tanto, son capaces de fusionarse. Tras estos eventos, comienza la fusion de
membranas, que finalmente terminar con la formacién y expansion de poro de fusién (Lehka
& Redowicz, 2020).

Algunas de las proteinas que participan de la fusion de membrana y formacién de poro de
fusién son myomaker y myomixer, respectivamente, las cuales son fuségenos exclusivamente
encontradas en células musculares. Se ha descrito que la expresién de estas proteinas esta
regulada por los factores reguladores miogénicos MyoD y Miogenina (Sampath et al., 2018),
lo que indica una conexion entre los procesos de miogénesis y fusion celular. Por lo tanto, en
este trabajo se propone estudiar estos dos procesos en conjunto, particularmente cuando las
células han sido expuestas a scaffolds con superficie de microcanales, ya que, como ya se
describié anteriormente, estos scaffolds promueven la miogénesis, los cambios morfolégicos

y la formacién de miofibras.
2.3.1. Miogénesis

Existen distintos enfoques para estudiar la miogénesis, tales como en la etapa de desarrollo
embrionaria, en la fase post natal, durante la regeneracion muscular, entre otros. El proceso
de miogénesis es complejo y esta altamente regulado e interconectado con diversos
componentes, como vias de sefalizacion, factores de transcripcion y condiciones ambientales
(Chal & Pourquié, 2017). Brevemente, la miogénesis comienza con la activacion de células
satélites en mioblastos, con un aumento de la expresion de Pax7 y MyoD, marcador temprano
de diferenciacion muscular, para luego diferenciarse en miocitos, con un aumento de
miogenina, para luego fusionarse y de esta forma obtener miotubos y finalmente, miofibras
maduras que expresan el marcador tardio de diferenciacion, miosina de cadena pesada (Fig.
3) (Schmidt et al., 2019).
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Figura 3: A: Progresién miogénica desde la activacion de células satélite, pasando por las etapas de
proliferacion, diferenciacion y fusion hasta llegar a la maduracion celular con la obtencidon de miofibras.
B: Perfil de expresion de moduladores claves del proceso miogénico (Modificada de Schmidt et al.,
2019).

En este caso nos enfocaremos en el estudio de la miogénesis en cultivo celular in vitro. La
linea celular mas utilizada para estudiar miogénesis in vitro es C2C12, una linea de mioblastos
de ratéon comun (mus musculus), derivados del clon C2 (Burattini et al., 2004). Las células
C2C12 en etapa proliferativa tienen una forma circular o estrellada y son mononucleadas.
Estas células tienen la capacidad de diferenciarse al eliminar o reducir el suero del cultivo o al
alcanzar la confluencia (Velica & Bunce, 2011). Existen muchas vias de senalizacion y factores
de transcripcion involucrados en el proceso de diferenciacion, pero los mas estudiados son los

factores reguladores miogénicos (FRM): Myf5, MyoD, Miogenina y MRF4.

Los FRM se encuentran exclusivamente en células de linaje miogénico y tienen la capacidad
de inducir la miogénesis y diferenciacién celular. Los cuatro FRM son factores de transcripcién
que comparten un dominio basico hélice-bucle-hélice, lo que les permite unirse a las
secuencias promotoras E-box en el ADN, activando asi la transcripcion de ciertos genes
(Zammit, 2017). Inicialmente, se consideraron genéticamente redundantes debido a la
superposicion de sus patrones de expresion durante la miogénesis, sin embargo, han

demostrado tener funciones distintas. Myf5 y MyoD se encuentran en altas cantidades durante
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las etapas de proliferaciéon y diferenciacién temprana, mientras que miogenina y MRF4 se
encuentran en etapas de diferenciacion intermedia y tardia (Asfour et al., 2018). Myf5
promueve la proliferacion de los mioblastos, y su concentracion disminuye cuando se retira el
suero de cultivo (Hernandez-Hernandez et al., 2017). MyoD participa en el fin del ciclo celular
proliferativo y, por ende, el inicio de la diferenciacién (Berkes & Tapscott, 2005). Miogenina
promueve la formacion de miotubos y la sintesis de proteinas contractiles musculares (Ganassi
et al., 2018). Finalmente, MRF4 participa en la maduracién y diferenciacién terminal de los
miotubos (Zammit, 2017). Otra proteina que se utiliza regularmente como marcador miogénico
de diferenciacion es miosina de cadena pesada, la cual es parte fundamental de la maquinaria
de contraccion muscular y se utiliza como marcador de diferenciacion terminal y maduracién
de miotubos (Pette & Staron, 2000).

En esta tesis doctoral, se realizé un analisis de la expresion génica y la identificacion de
proteinas para los marcadores miogénicos MyoD, miogenina y miosina de cadena pesada, los
cuales corresponden a las fases temprana, intermedia y tardia de la diferenciacion muscular,
respectivamente. Al evaluar en detalle la expresion de estos marcadores, se obtendra una
comprension precisa del impacto que la microestructura de los scaffolds tiene en la
diferenciacion de las células musculares. Este enfoque permitira no solo una mayor claridad
sobre cémo las condiciones del cultivo influyen en el desarrollo muscular, sino que también
proporcionara informacion valiosa para la optimizacién del disefio de scaffolds, mejorando asi

la eficacia en la ingenieria de tejidos musculares y la fabricacion de carne cultivada.
2.3.2. Fusién Celular

El proceso de fusibn de membranas celulares permite la organizacion celular y su
mantenimiento, participando en el trafico vesicular, intercambio de componentes intra y
extracelulares, fusion de gametos, mantencion de reticulo endoplasmatico y mitocondrias,
entre otros (Brukman et al., 2019). Existen distintos tipos de fusién de membranas, como por
ejemplo virus- célula, vesiculas- célula y célula- célula, siendo este ultimo el tipo de fusién de
membranas menos estudiado. Solo algunos tipos de células tiene la capacidad de fusionarse,
como por ejemplo macréfagos, gametos, osteoclastos y células musculares (Lehka &
Redowicz, 2020).

Para que la fusidon sea posible es necesaria la migracién, reconocimiento y adhesion de
mioblastos, para luego comenzar el proceso de hemifusion, correspondiente a la mezcla de

lipidos de membrana, luego la formaciéon de poro de fusién, donde se mezcla el contenido
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celular, y finalmente, la etapa tardia de fusion, que consiste en la formacion de sincitios (Figura
4) (Sampath et al., 2018, Lehka & Redowicz, 2020).

it
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y adhesién (10 nm) membranas membranas externas fusion mezcla citosdlica

Figura 4: Etapas del proceso de fusion de membrana. Primero ocurre un reconocimiento celular y un
acercamiento de membrana, para luego continuar con la hemifusién de las membranas externas, lo que
da paso a la formacioén de un poro de fusién y finalmente la expansién de este y mezcla del contenido
citosdlico (Modificado de Petrany & Millay, 2019).

Existen distintas proteinas que se han identificado como participes de la fusidon de mioblastos,
sin embargo, la funcion de estas aun no esta del todo descrita, y la informacion de la que se
dispone hasta ahora es, en algunos casos, contradictoria. A continuacion, se describiran tres
proteinas que han sido identificadas como participes de la fusion de mioblastos y seran motivo

de estudio de este trabajo: myomaker, myomixer y myoferlina.

Myomaker es una proteina de membrana especifica del linaje muscular que se expresa en la
superficie de los mioblastos. Fue por primera vez identificada en el ano 2013 por Millay y
colaboradores, quienes descubrieron que esta proteina tenia patrones de expresion similares
a los de miogenina, es decir, alcanzaba su pick durante la etapa de formaciéon de miofibras y
una vez completado el proceso, sus niveles de expresion decaian (Millay et al., 2013). Se
demostré luego que myomaker actua especificamente en la etapa de hemifusion de mioblastos
(Leikina et al., 2018). Ademas, sus estudios demostraron que la ausencia de myomaker en
ratones resultaba en la muerte de estos, y una sobreexpresion de myomaker promovia el

proceso de formacion de miotubos (Millay et al., 2013).

Otra proteina que participa en la fusion de mioblastos es myomixer, a veces también referida

como myomerger o minion. Myomixer es un micropéptido de 84 aminoacidos que es
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encontrado, al igual que myomaker, exclusivamente en células musculares y, ademas, tiene la
capacidad de inducir actividad fusogénica en conjunto con myomaker, en células sin actividad
fusogénica, como fibroblastos (Bi et al., 2017; Quinn et al., 2017; Zhang et al., 2017). Se ha
demostrado que myomixer participa en la etapa de formacién de poros de fusidon en mioblastos
(Leikina et al., 2018). Otro hallazgo interesante da cuenta que en ausencia de myomixer en
cultivo de células C2C12 no ocurre la fusion de los mioblastos, sin embargo, no se alteran los
marcadores de diferenciacion MyoD, miogenina ni miosina de cadena pesada, lo cual indica
que el bloqueo del proceso de fusién puede ser independiente de la diferenciacion (Bi et al.,
2017).

Finalmente, myoferlina es una proteina de la familia de las ferlinas que, a diferencia de
myomaker y myomixer, no es especifica de musculo esquelético, sino que también se puede
encontrar en otros tejidos como musculo cardiaco, células inmunes, endoteliales y de pulmaon.
Esta proteina de 230kD cuenta con un dominio C2 que le permite interactuar con Ca+2 (Posey
et al., 2011). Myoferlina se encuentra altamente expresada en mioblastos en etapa temprana
de diferenciacién y pre- fusion. Una vez que comienza la fusion, myoferlina se encuentra en
abundantes cantidades en las zonas de contacto de las membranas de los mioblastos que se
van a fusionar. Al terminar la fusién, la expresion de mioferlina desciende (Zhu et al., 2019).
Ademas, se ha descrito que mioferlina aumenta su expresion cuando se requiere la
regeneracion muscular, pero su funcién exacta en el proceso de fusidbn aun no se conoce
(Davis et al., 2000).

En este trabajo, se llevé a cabo una evaluacion de la expresion de genes que codifican las
proteinas clave en el proceso de fusidn celular, utilizando técnicas avanzadas como RT-gPCR
e inmunofluorescencia. Esta evaluacién se realizd en paralelo con el analisis de los
marcadores miogénicos, permitiendo una correlacién detallada entre la expresidon génica de
ambos procesos (Bezjak, Orellana, Valdés, et al., 2024). Este enfoque no solo proporciona una
visibn mas clara de como los procesos de fusion y diferenciacion muscular estan
interrelacionados, sino que también destaca la importancia de esta conexion en la regulacion
de la miogénesis. Al estudiar estas interacciones, se obtiene una comprensién mas profunda
de los mecanismos que subyacen en el desarrollo muscular, lo que es crucial para avanzar en

el disefio y optimizacion de scaffolds para la fabricacién de carne cultivada.
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2.4. Andlisis de expresion génica

El dogma central de la biologia molecular plantea que los genes se expresan a través de una
molécula intermediaria llamada ARN, que a su vez es la encargada de producir proteinas que
realizaran las funciones celulares. El entendimiento de este proceso ha sido clave para elucidar
los mecanismos de funciones celulares, asi como también procesos patologicos (Segundo-Val
& Sanz-Lozano, 2016). Para lograr este entendimiento, las herramientas transcriptomicas
tienen las funciones de identificar y catalogar los distintos tipos de transcritos, determinar la
estructura transcripcional de los genes y cuantificar los cambios en los niveles de expresion
de transcritos durante distintas etapas o condiciones (Z. Wang et al., 2009). Para los estudios
de la expresion génica existen distintos métodos, siendo los mas utilizados gPCR, microarrays

y secuenciacion de ARN (RNA-seq).

La técnica de gPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction) amplifica secuencias
especificas de ADN obteniendo multiples copias, las que luego pueden ser detectadas y
cuantificadas simultaneamente a través de fluorescencia. Esta técnica permite identificar
genes de interés con alta precisién, sin embargo, no permite la obtencion de informacion sobre

la expresion de una gran cantidad de genes (Heid et al., 1996).

Con los microarray se realiza la identificacion de genes por complementariedad de bases,
donde se tienen miles de secuencias de ADN inmovilizadas en una superficie y por hibridacién
se realiza la identificacion de la expresion génica, detectada por fluorescencia (Schena et al.,
1995). Esta técnica permite una mayor deteccioén de genes, sin embargo, esto se limita a la

cantidad de genes conocidos en el array.

La técnica de RNA-seq entrega una vision global del transcriptoma, donde se identifican todos
los genes que se estan expresando. Esta es una técnica de alto rendimiento que permite
explorar el transcriptoma de las células en distintos sistemas y no depende de las secuencias

genodmicas ya conocidas (Z. Wang et al., 2009).

Para identificar la expresion génica de las células musculares creciendo en los scaffolds, se
utilizo la técnica de qPCR para la identificacion de genes conocidos de los procesos de interés
para esta tesis, como lo son miogénesis y fusion celular, identificando myod, miogenina y
miosina de cadena pesada, como genes participes del proceso de miogénesis; y mioferlina,
myomaker y myomixer, como genes participes del proceso de fusion. Ademas, también se
realizé una identificacion exploratoria del transcriptoma de las células creciendo en el sistema

de scaffolds, con la técnica de RNA-seq.
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2.4.1. Transcriptémica y los procesos musculares

En el caso de desarrollo del musculo, la regulacién transcriptomica juega un rol importantisimo,
guiando todas las etapas de la miogénesis. Al ser la miogénesis un proceso tan complejo, las
células que la experimentan pasan por intensos cambios en su transcriptoma, el primero de
aquellos es el silenciamiento de los genes relacionados con la proliferacion y ciclo celular, los
cuales son silenciados de manera permanente, ya que cuando se ha dado inicio al proceso de

diferenciacion, las células musculares no vuelven a proliferar (Blais, 2015).

Uno de los primeros trabajos que estudiaron el proceso de miogénesis a través de analisis
transcriptomicos fue llevado a cabo por Moran et al., en el afio 2002, en el cual utilizaron
microarrays para caracterizar los cambios globales en el patron de expresién de genes durante
el proceso de proliferaciéon y diferenciacion en células C2C12, resultando en la expresién
diferencial de 629 secuencias entre estas dos etapas, donde se pueden destacar genes
involucrados en la adhesion celular, contraccién muscular, metabolismo celular y adhesién a
matriz extracelular. Luego, con el avance de la tecnologia, el desarrollo de RNA-seq se ha
vuelto una herramienta indispensable en el analisis de los transcriptomas, debido a su alta
sensibilidad, calidad de los datos generados, mayor vision del transcriptoma y menor sesgo
en los resultados, comparado con los obtenidos con microarrays (Stark et al., 2019). Ademas,
con RNA-seq se pueden identificar nuevos ARN no codificantes, transcritos que no estén
anotados y splicing alternativos, lo que permite generar nuevos conocimientos en cuanto a

temas de regulacién molecular en miogénesis y en diversos procesos biolégicos (Blais, 2015).

En cuanto al proceso de fusiéon de mioblastos y el analisis transcriptomico, hasta ahora no se
han hecho estudios en células C2C12 que sean especificos para estudio de fusion, pero si se
ha investigado la fusion de mioblastos en distintos animales, como ovejas (Wei et al., 2014),
moscas (Spletter et al., 2018) y gallinas (T. Li et al., 2018). Estudios de transcriptoma en células
C2C12 se han enfocado en otras areas como la maduracion de miotubos (Denes et al., 2019)
o el descubrimiento de nuevos miRNA y su funcion en la diferenciacion (Bjorkman et al., 2019)
(Hou et al., 2018).

En esta tesis doctoral, se llevé a cabo la evaluacion exhaustiva del transcriptoma completo
utilizando la técnica de secuenciacién masiva de lllumina. Los resultados obtenidos revelaron
distintos patrones de expresion génica al comparar 3 condiciones de cultivo: control, scaffold
liso y scaffold microestructurado. En particular, se identificaron genes diferencialmente

expresados en la comparacion de scaffold microestructurado vs. liso, muchos de los cuales
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estan involucrados en los procesos de proliferaciéon y diferenciacién muscular. Estos genes
desempenan roles claves en la organizacion de sarcomeros, contraccion muscular vy
ensamblaje de miofibrillas. Ademas, se observé una regulacidon negativa de varios genes
relacionados con la proliferacion celular en la presencia del scaffold microestructurado. Este
hallazgo es consistente con el hecho de que la diferenciacion muscular inicial requiere la
inhibicion de la proliferacion celular para promover la maduracién adecuada (Bezjak et al.,
2024). Estos descubrimientos no solo profundizan la comprension de como la microestructura
del scaffold interactua con las células musculares, sino que también destacan su impacto en
los patrones de expresion génica, lo que podria ser fundamental para optimizar las estrategias

de ingenieria de tejidos musculares.
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Capitulo 3

Materiales y Métodos

3.1. Fabricacion de scaffolds con técnica de solvent casting

Los scaffolds se elaboraron utilizando biomateriales no derivados de mamifero,
especificamente gelatina de salmoén, alginato, agarosa y glicerol, con agua como solvente. Las
concentraciones usadas fueron las siguientes: gelatina de salmén 1.2% (obtenida segun lo
descrito por Diaz et al., 2011), alginato 1.2% (Loba Chemie Pvt. Ltd., Mumbai, India), agarosa
0.2% (Loba Chemie Pvt. Ltd., Mumbai, India), y glicerol 1.0% (Merck, Darmstadt, Alemania).
La gelatina se obtiene a partir de la hidrolizaciéon del colageno, un componente clave de la
matriz extracelular, y se utiliza comunmente en la fabricacion de scaffolds debido a su
capacidad para proporcionar un entorno favorable para la adhesiéon celular. Ademas, la
gelatina presenta el motivo RGD, una secuencia de arginina, glicina y acido aspartico que se
une a integrinas en la superficie de las células, facilitando la adhesién de las células al scaffold
(Yamada et al., 2014). El alginato es un polimero natural extraido de algas, conocido por su
biocompatibilidad y biodegradabilidad, y se usa frecuentemente en ingenieria de tejidos (K. Y.
Lee & Mooney, 2012). La agarosa se usa como agente gelificante, mientras que el glicerol
actua como plastificante para proteger la microestructura del scaffold de posibles dafios fisicos
(Enrione et al., 2017). La mezcla de soluciones se prepard a 50°C con agitacion durante 4

horas.

La solucién se vertié en los moldes microestructurados colocados dentro de una placa Petri y
en una placa Petri sin molde, con el objetivo de fabricar los scaffolds microestructurados y lisos
respectivamente. Se considerd un volumen suficiente para obtener una altura de 4 mm en
ambos casos. Se utilizaron moldes de acrilico de microcanales paralelos de aproximadamente
380 um de ancho, 300 um de alto y grosor de crestas de 70 um. La solucion en los moldes se
mantuvo durante 3 dias a 10°C hasta que el solvente se evaporé completamente. Finalmente,

se desprendio el scaffold del molde (ver Fig. 2A).

3.2. Fabricacion de scaffolds con técnica de electrospinning

La solucién para electrospinning se realizé con polivinil alcohol (PVA) 10% p/p (Sigma Aldrich,

Estados Unidos), gelatina de salmén 0.9% p/v y quitosano 0.6% p/v(Quitoquimica, Chile)
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(Taborda et al., 2023). PVA es un polimero que se ha utilizado en aplicaciones biomédicas
debido a su biocompatibilidad, baja citotoxicidad y solubilidad en agua (Paradossi et al., 2003).
Para poder realizar scaffolds con electrospinning son criticos los parametros de elasticidad,
viscosidad, tension superficial y conductividad eléctrica de la solucién de polimero, por lo cual
no todos los materiales pueden ser utilizados en electrospinning, sin embargo, PVA presenta
las caracteristicas adecuadas para poder ser utilizado (Sousa et al., 2015; Taborda et al.,
2023). Quitosano es un polisacarido obtenido de la quitina, que se encuentra en el
exoesqueleto de crustaceos, insectos y pared celular de hongos. El quitosano esta compuesto
por un grupo amino y dos grupos hidroxilos, lo que le confiere una naturaleza cationica, por lo
cual el quitosano tiene gran afinidad con moléculas anidnicas. Ademas, el quitosano se ha
utilizado ampliamente en scaffolds para ingenieria de tejidos, gracias a que es un material

biodegradable y biocompatible (Ribeiro et al., 2017).

PVA se prepar6 con agua Milli-Q como solvente, en agitacion por aproximadamente 5 horas a
una temperatura de 80°C. Quitosano se preparé en agua Milli-Q con acido acético en
concentraciéon de 0.5 M a una temperatura de 60°C. Gelatina de salmén se preparé con agua
Milli-Q como solvente y en agitacion a 50°C, la cual posteriormente se centrifugé a 1780 RPM
por 2 min, descartando el pellet. Finalmente, se mezclaron los componentes por 4 horas a
50°C.

El proceso de electrohilado se llevd a cabo en el equipo de electrospinning fabricado por la
Universidad Técnica Federico Santa Maria, que consta de una bomba de jeringa New Era
Pump Systems, Inc., NY, Estados Unidos), donde se pone la solucién en una jeringa de 5 mL,
conectada por una sonda hacia una aguja de didametro 22G (Ramé-hart instrument co,
Washington, Estados Unidos) conectada a un electrodo positivo. Al frente de la punta de la
aguja se puso un colector microestructurado y uno listo, ambos fabricados con duraluminio
(ver Fig. 1B). El colector microestructurado utilizado es de microcanales de aproximadamente
400 ym de ancho, 200 ym de alto y grosor de cresta de 100 ym. El colector se conect6 a un
electrodo a tierra. Se utiliz6 una fuente de poder de marca (Tong Li Tech, Shenzhen, China).
Los parametros de electrohilado utilizados fueron los siguientes: flujo de dispensado de
solucion: 0,2 mL/hora; voltaje: 7kV; distancia aguja-colector: 10 cm; tiempo de exposicion: 4
horas (Taborda et al., 2023).
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3.3. Caracterizacion estructura de scaffolds

La estructura de los scaffolds obtenidos se observé utilizando microscopia electronica de
barrido (SEM). Las muestras se examinaron con un microscopio SEM marca Carl Zeiss (EVO
MA 10, Alemania). Las imagenes obtenidas con SEM se analizaron utilizando el software de
procesamiento de imagenes Imaged, donde se midieron las dimensiones de los microcanales
de los scaffolds fabricados. Ademas, para los scaffolds fabricados con ES se realizaron analisis

de grosor y orientacion de nanofibras con el plugin DirectionalityJ..

3.4. Acondicionamiento de scaffolds

Previo al cultivo de las células musculares en los scaffolds, estos se sometieron a un proceso
de acondicionamiento. Los scaffolds fabricados con la técnica solvent-casting fueron
entrecruzados con una solucion de cloruro de calcio (CaCl, 70 mM) por una hora. Luego los
scaffolds se lavaron 3 veces con agua estéril y se dejaron por 3 horas en etanol 70° para
esterilizar. Finalmente, los scaffolds fueron lavados 3 veces en agua estéril y se dejaron en
medio de cultivo (DMEM) en la incubadora (Heracell™ VIOS 160i, Thermo Scientific, Estados

Unidos) durante toda la noche.

En cuanto a los scaffolds fabricados por ES, estos fueron lavados una vez en etanol absoluto,
seguido por una esterilizacion de 30 minutos en etanol de 70° bajo luz UV. Luego se retird el
etanol de 70° y se dejaron a temperatura ambiente por 10 min hasta la aparente evaporacion
del etanol, para luego realizar 3 lavados en agua estéril, seguido por uno de PBS para luego

dejarlos en medio de cultivo en incubadora durante toda la noche.

3.5. Cultivo celular

La linea celular utilizada en estos experimentos es C2C12, proveniente de European Collection
of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Las células se cultivaron en
condiciones de 37°C de temperatura y una concentracion de CO. de 5%. Para el
mantenimiento de las células en etapa de proliferacion se utiliz6 DMEM high glucose (Gibco,
Life Technologies, USA) con suero bovino fetal al 10% (Gibco, Life Technologies, New
Zealand), L-glutamina a concentracion 2 mM (Gibco, Life Technologies, New Zealand) y

antibioticos (100 U/mL de penicilina'y 100 yg/mL de estreptomicina) (Gibco, Life Technologies,
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New Zealand). Para el medio de diferenciacion se cambié el suero bovino fetal por suero de

caballo al 2% (Gibco, Life Technologies, New Zealand).

3.6. Evaluaciéon morfologia celular

Para la evaluacion de la morfologia celular, se sembraron sobre los scaffolds las células C2C12
a una densidad de 2,5x10° células por cm?. Las células se dejaron proliferar por 3 dias, donde
luego el medio de proliferacion se cambié por medio de diferenciacion. Se realizd tincion
fluorescente de las células utilizando Hoecsht 33342 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos) y rodamina faloidina (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).
Primeramente, se fijaron las células con paraformaldehido 4%, seguido de 3 lavados con buffer
universal (TRIS), luego permeabilizacion con Triton X-100, 3 lavados con buffer, para luego
continuar con la incubacién simultdnea a temperatura ambiente de los fluoréforos Hoechst y
rodamina faloidina en concentraciones de 1:10000 y 1:200 respectivamente. Finalmente, se
lavaron las muestras 3 veces con buffer universal. Se observaron las células sobre los

scaffolds en un microscopio de epifluorescencia (Nikon, Eclipse TS2FL, Tokyo, Japon).

3.7. Ensayo de citotoxicidad in vitro

El ensayo de citotoxicidad realizado es WST-1, el cual mide la actividad metabdlica de las
células al reducir sales de tetrazolio solubles en agua, en formazan en presencia de células
metabdlicamente activas. Este es un ensayo colorimétrico, en el cual se mide el producto de
la reduccion de las sales utilizando un espectrofotometro. El ensayo se realizé de forma

indirecta segun norma ISO 10993-5 para ensayos de citotoxicidad in vitro.

Para evaluar la citotoxicidad de los scaffolds, estos se cortaron en trozos de 1x1 cm? y se
pusieron en placas de cultivo de 24 pocillos en medio de cultivo completo (DMEM
suplementado con 10% SBF, 1% de antibidticos y 1% de L-Glutamina) durante 24 horas.
Luego, el medio de cultivo que estuvo en contacto con los scaffolds se utilizé para el
crecimiento de células C2C12 sembradas a densidad de 5x10% y se midié el efecto citotdxico
a las 24 y 28 horas de cultivo, agregando el reactivo de WST-1 y midiendo el producto de la

reduccion de las sales de tetrazolio en un espectrofotometro.

Se utilizaron las muestras correspondientes a los scaffolds de la técnica de solvent casting,

lisos y con surcos, y de electrospinning con las mismas condiciones. Ademas, se utilizé como
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control negativo medio de cultivo fresco, sin contacto con los scaffolds, y un blanco, que

consiste en medio de cultivo sin el reactivo WST-1.
El calculo de la citotoxicidad se realizé utilizando la siguiente férmula:

(DO, — DOy)

% Viabilidad =
% Viabilida (D0, —DO0,)

Donde:

DOn,= Densidad 6ptica muestra
DOy= Densidad 6ptica blanco
DO.= Densidad 6ptica control

Segun la norma ISO 10993-5, las muestras se consideran citotoxicas si el porcentaje de

viabilidad de las células decrece a un 70% en relacion del control negativo.

3.8. Crecimiento celular, consumo de glucosa y produccién de lactato

Para estudiar el crecimiento de las células musculares en los scaffolds se sembraron las
células musculares en placas de cultivo de 96 pocillos (Falcon, Alemania). Luego, se
sembraron 1x10* células por pocillo con 300 uL de medio de proliferacion. Ademas, se realizd

un control sin scaffolds sembrando las células directamente sobre el pocillo de plastico.

Se tomaron muestras de los cultivos celulares a las 4, 24, 48 y 72 h. En cada momento de
muestreo, se midieron las células viables, la concentracion de glucosa y de lactato. Para cada
tiempo experimental, se tomaron muestras de tres pocillos independientes para obtener un
triplicado representativo. Las células viables se evaluaron con el ensayo colorimétrico
comercial WST-1 (Roche, Alemania). La concentracion de glucosa y lactato en los medios se
midié utilizando los kits enzimaticos comerciales Glucose Liquicolor (Human, Alemania) y
Lactate Dry Fast (Sentinel Diagnostics, ltalia), respectivamente. Las tasas de crecimiento
especificas se calcularon utilizando el modelo cinético tradicional de primer orden dX/dt = pX,
donde X es la concentracion celular, t es el tiempo y u es la tasa de crecimiento especifica.
Los datos de concentracién celular frente al tiempo en el crecimiento exponencial se ajustaron
mediante regresion lineal en un grafico semilogaritmico, donde la pendiente es u. La

produccién de lactato a partir de las tasas de glucosa se calculd utilizando el concepto
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tradicional dL/(- dG). Los datos pareados de lactato (L) y glucosa (G) se ajustaron mediante

regresion lineal, donde la pendiente es dL/dG.

3.9. Extraccion de ARN

Las células se lisaron en placas de cultivo agregando 1 mL de reactivo TRIzol (Invitrogen,
Estados Unidos) por muestra, se separaron con hisopos y se homogeneizaron aun mas
mediante un pipeteo suave. Luego el ARN se purifico utilizando el RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Alemania) y finalmente se reconstituyé en agua libre de nucleasas. La cantidad y calidad del
ARN se evaluaron utilizando Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Estados Unidos) y el kit
de ensayo Quant-iT Picogreen dsDNA (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos)

respectivamente.

3.10. RT-qPCR

La expresion de genes relacionados con la fusion celular (myomaker, myomixer y mioferlina)
y la miogénesis (myod, miogenina y miosina de cadena pesada) se cuantificd mediante RT-
gPCR. Ademas, se probaron tres candidatos para genes constitutivos: Hmbs, Eef2 y Gapdh.
Los partidores se disefaron utilizando el software Amplifix 1.5.4 (INP, Marsella, Francia) y
PrimerBlast (NCBI, Bethesda, MD, Estados Unidos) (ver Tabla 1).

El ARN total se aisl6 utilizando kits comerciales (TRIzol, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU,;
RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se utilizé el equipo Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EE.
UU.) para cuantificar las relaciones de concentracion y calidad del ARN. Se realizd
electroforesis utilizando gel de agarosa estandar al 1% para comprobar la integridad del ARN.
Para el tratamiento previo de las muestras se utilizé el kit comercial TURBO DNA-free
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania), para eliminar los restos de ADN de la
extraccién de ARN. La sintesis de ADN complementario (ADNc) se llevd a cabo con el kit
comercial Improm-Il (Promega, Madison, WI, Estados Unidos) utilizando los siguientes
componentes contenidos en el kit: INTPs (0,5 mM), oligo dT (0,5 pg/reaccion), y transcriptasa
inversa (160 U/uL).
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Tabla 1: Genes y secuencias utilizadas para la fabricacion de partidores para RT-qPCR.

Gen Nombre Acceso en Gene Secuencia de partidores Largo de
Bank amplicén
Mymk Myomaker NM_001159602.1 Fw: 5- CTT CTC CCC AGT CAG TGC CTTC-3' 199
Gene ID: 66139 Rv: 5'- GAC AAA CCA GGC CCATCA CAG -3’
Mymx Myomixer NM_001177468.1 Fw: 5-GCC GGT TAG AAC TGG TGA GC-3’ 83
Gene ID: 653016 Rv: 5-ATC GGG AGC AAT GGAACG GG-3
Myof Myoferlin NM_001302140.1 Fw: 5'-CCA GAT CCG TGT CAG AGT GAT-3’ 113
Gene ID: 226101 Rv: 5-TCC CTC TCT TGATTC TCG TGC-3
Myod1 Myogenic NM_010866.2 Fw: 5-ATG ATGACC CGT GTT TCG ACT-3 119
differentiation 1 Gene ID: 17927 Rv: 5-CAC CGC AGT AGG GAAGTG T-3
Myog Myogenin NM_031189.2 Fw: 5-AGAAGC GCA GGC TCAAGAAAGT-3’ 222
Gene ID: 17928 Rv: 5-AGT TGC ATT CAC TGG GCA CCAT-3
Myh2 Myosin heavy chain, NM_001039545.2  Fw: 5-CCT CTTATT TCC CAG CTG CAC CTT-3 242
polypeptide 2, skeletal ~ Gene ID: 17882 Rv: 5-GTCACT TTC CCT GCATCTTTGCTC -3
muscle, adult
Hmbs Hydroxymethylbilane NM_001110251.1 Fw: 5-TGG CGA TGC TGAAAG CCT TGTA-3’ 239
synthase Gene ID: 15288 Rv: 5-GTT TTC CCG TTT GCA GAT GGCT-3
Eef2 Eukaryotic translation NM_007907.2 Fw: 5’-ATC GTG GAG AAC GTC AAC GTCA-3’ 274
elongation factor 2 Gene ID: 13629 Rv: 5-TGC CAT TGG CCG GAT CAAAGTA-3
Gapdh  Glyceraldehyde-3- NM_008084.3 Fw: 5-TGG CCT TCC GTG TTC CTAC-3 178
phosphate Gene ID: 14433 Rv: 5-GAG TTG CTG TTG AAG TCG CA-3’
dehydrogenase

Se realizaron reacciones de control sin transcriptasa inversa (- RT) para detectar
contaminaciones de ADN gendmico. El perfil de temperatura del protocolo de sintesis de ADNc
fue el siguiente: 5min a 70 °C, 5min a4 °C, 5 min a 25 °C (recocido), 60 min a 42 °C (sintesis)
y 15 min a 70 °C (inactivacion). La reaccion RT-qPCR se realiz6 en el sistema AriaMx Real-
Time PCR (Agilent, Santa Clara, CA, Estados Unidos) utilizando Master Mix Brilliant Il (Agilent,
Santa Clara, CA, Estados Unidos), cebadores (0,25 uM o 0,5 uM), agua bidestilada y 2 uL de
ADNc de muestra diluida (1:4). El perfil de temperatura fue el siguiente: 10 min a 95 °C, 40
ciclos (15sa95°C,15sa60 °C, 15sa 72 °C) y seguido de un andlisis de la curva de fusion.
La estabilidad de los tres genes constitutivos candidatos (Eef2, Hmbs y Gapdh) se evalud
utilizando el software en linea RefFinder (Xie et al., 2012), que utiliza el método comparativo
ACt (Silver et al., 2006), geNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Andersen et al.,
2004) y BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). Se utilizaron nueve condiciones para el analisis,
(control plastico, scaffold liso y scaffold microestructurado) y los tres tiempos (0, 3 y 7 dias de
diferenciacion). Eef2 se identific6 como el elemento constitutivo mas estable en todas las

condiciones experimentales y se utilizd en los célculos de las expresiones genéticas relativas.
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Finalmente, la expresion genética relativa se calculd utilizando el método de Pfaffl (Pfaffl,
2001).

3.11. RNAseq
3.11.1 Preparacién de librerias y secuenciaciéon

Se utilizaron dos microgramos de ARN total con numero de integridad de ARN (RIN) > 8 para
la preparacion de la biblioteca utilizando un kit de ARNm trenzado TruSeq con 11 ciclos de
amplificacién por PCR segun la recomendacion del fabricante (lllumina, Estado Unidos). Las
bibliotecas de ADN etiquetadas con adaptador se secuenciaron para lecturas de extremos
emparejados de 150 pb utilizando el kit lllumina HiSeq SBS v4 en el modo de alto rendimiento
de acuerdo con la recomendacion del fabricante para el instrumento lllumina HiSeq 2500 en
las instalaciones de secuenciacion de Genoma Mayor, Santiago de Chile. Los datos de
secuenciacion estan disponibles en el repositorio publico NCBI SRA con el nimero de acceso
de BioProject PRINA882114.

3.11.2 Lectura de mapeo y andlisis de datos

Se obtuvieron lecturas limpias a partir de lecturas sin procesar después de descartar
secuencias adaptadoras del kit lllumina TruSeq, eliminar las de baja calidad y filtrar el ARNr
utilizando Trimmomatic v0.39 (Bolger et al., 2014) con parametros ILLUMINACLIP:TruSeq3-
PE-2.fa:2:30: 10 PRINCIPAL:3 TRASERO:3 VENTANA CORREDERA:4:15 MINLENO:36. Las
lecturas limpias se asignaron al genoma del ratén GRCm39 obtenido de Ensembl utilizando
SOAP2 (parametro: m por defecto es 5) (R. Li et al., 2009). Los genes expresados
diferencialmente (DEG) se identificaron mediante comparaciones por pares utilizando EdgeR
(andlisis empirico de expresion genética digital en R) (Robinson et al., 2009) utilizando
parametros predeterminados. La expresion génica se realizd mediante el método TPM
(transcripciones por millon de lecturas mapeadas) (Mortazavi et al., 2008). Los DEG se
midieron de acuerdo con "La importancia de los perfiles de expresién genética digital" (Audic
& Claverie, 1997). La tasa de descubrimiento falso (FDR) < 0,05 y |log 2 veces el cambio| Se
utilizé 21,5 como umbral para identificar DEG. Se realizé un analisis de Gene Ontology (GO)

(Ashburner et al., 2000; Aleksander et al., 2023) para obtener informacién sobre procesos
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biolégicos, funciones moleculares y componentes celulares, comparando los DEG con la base
de datos GO del Gene Ontology Consortium utilizando AmiGO (Carbon et al., 2009).

Todos los DEG se asignaron a términos GO, siguiendo los numeros de genes calculados en
cada término; Finalmente, los términos GO significativamente enriquecidos se encontraron en
DEG (Liu et al., 2011). Para identificar similitudes y diferencias en el transcriptoma de las
diferentes muestras, se realizaron analisis de componentes principales (PCA) y analisis de
agrupamiento jerarquico (HCA) utilizando el paquete R. Ademas, las asociaciones de genes y
las redes de interaccion de proteinas se realizaron utilizando String (https://string-db.org/) con
red tipo Full String Network y una puntuacién de interaccion minima requerida de 0,700 y

Cytoscape (https://cytoscape.org/) para visualizacién de la red con la opcién Disefo Organico.

3.12. Inmunofluorescencia

Se realizé inmunofluorescencia para identificar la expresién de marcadores de miogénesis
(myod, miogenina, miosina cadena pesada) y proteinas participes de fusiéon en células
musculares (myomaker, myomixer y mioferlina). Las células se sembraron a una densidad de
1x10* células por centimetro cuadrado y proliferaron en condiciones estandar, para luego
cambiar a medio de diferenciacién, en el cual se reemplaza suero bovino fetal por suero de
caballo. Las células se diferenciaron hasta distintos tiempos segun el marcador que se queria
identificar (0, 3, 5y 7 dias). Luego de que las células alcanzaran los dias de diferenciacion
deseados, éstas fueron fijadas por 10 minutos en paraformaldehido al 4%, seguido por 3
lavados en buffer TRIS pH 7,6, permeabilizacion por 15 min en Triton X-100 al 0,1%, lavado 3
veces en buffer TRIS, bloqueo en albumina de suero bovino por 30 minutos al 5% para todos
los anticuerpos, excepto para myomaker, para el cual se utilizé bloqueo en suero bovino fetal
al 10% por 10 minutos. Los anticuerpos utilizados se encuentran en la Tabla 2 con las
respectivas concentraciones de trabajo. Los anticuerpos primarios se incubaron a una
temperatura de 37°C durante una hora, luego se realizaron 3 lavados en buffer TRIS, para
posteriormente incubar el anticuerpo secundario por 45 minutos. Finalmente, las muestras se
lavaron en buffer TRIS 3 veces. Las muestras se observaron inmediatamente en un

microscopio invertido de EPI fluorescencia (Nikon, Eclipse TS2FL, Tokyo, Japén).
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Tabla 2: Anticuerpos utilizados para la identificaciéon de proteinas participes de los procesos de

miogénesis y fusién celular.

Anticuerpo

Concentracion

de trabajo

Numero de catalogo, Marca

Myod (monoclonal de ratén)
Miogenina (monoclonal de ratén)

Miosina de cadena pesada

(monoclonal de raton)

Mioferlina (monoclonal de ratén)
Myomaker (policlonal de conejo)
Myomixer (policlonal de oveja)
Alexa Fluor 488 (cabra anti- raton)
Alexa Fluor 488 (cabra anti- conejo)

Alexa Fluor 488 (burro anti- oveja)

1:
1:

200
500

: 500

: 200
: 200
1100
200
: 500
: 400

sc-377460; Santa Cruz Biotechnology
sc-12732; Santa Cruz Biotechnology

sc-376157; Santa Cruz Biotechnology

sc-376879, Santa Cruz Biotechnology
ab-188300, Abcam
PA5-47639, Thermo Fisher Scientific
A-11029, Thermo Fisher Scientific
A-11034; Thermo Fisher Scientific
A-11015, Thermo Fisher Scientific
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Capitulo 4:

Resultados

4.1 Desarrollo de scaffolds microestructurados a través de las técnicas de solvent
casting y electrospinning, con biomateriales comestibles no derivados de mamiferos.

4.1.1 Solvent Casting

Los scaffolds fueron fabricados utilizando moldes con microcanales de un ancho de
aproximadamente 380 um, profundidad de 300 ym y ancho de cresta de 70 um. El resultado
obtenido al desprender el scaffold del molde fueron microcanales paralelos donde mayormente
se conservd la forma esperada. Se observaron los scaffolds fabricados utilizando un
microscopio electronico de barrido con el cudl se obtuvieron imagenes de la superficie y de
corte transversal (Fig. 5). Los scaffolds obtenidos son de facil manipulacién, es decir, se
desprendieron facilmente del molde, obteniendo un grosor adecuado y de consistencia

resistente.
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Figura 5: Imagenes de SEM de scaffolds fabricados con la técnica de solvent casting utilizando moldes

microestructurados y lisos. Se observan vista transversal y de superficie.
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4.1.2 Electrospinning

Los scaffolds se realizaron utilizando una mezcla de PVA (10%), gelatina de salmén (0.9%) y
quitosano (0.6%). Se utilizaron dos tipos de moldes para realizar estos scaffolds: liso y con
microestructura. Las dimensiones del colector microestructurado son las siguientes: ancho de
surco 400 um, altura de surco 200 um y ancho de cresta 100 um. La mezcla se electrohilé con
los siguientes parametros: flujo de dispensado de solucion: 0,2 mL/hora; voltaje: 7kV; distancia
aguja-colector: 10 cm; tiempo de exposicion: 4 horas. El resultado fueron membranas
delgadas, en algunos casos dificil de despegar integramente del colector y fragiles de
manipular. En la Figura 6 se observan los resultados con SEM, donde se muestran los canales

realizados por la microestructura de los moldes y las nanofibras obtenidas.

Microestructurado

Figura 6: Imagenes de SEM de los scaffolds fabricados con la técnica de electrospinning utilizando
colectores estaticos microestructurado y liso. Se muestran dos distintas magnificaciones para observar
la superficie obtenida (200X) y el detalle de las nanofibras (1500X).
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Se observa que en el scaffold liso las nanofibras tienen formas circulares sin organizacion,
mientras que en el scaffold microestructurado se observa alineacién en las zonas cercanas
paralelas a los microcanales. Se realizé un analisis de alineacién de nanofibras para cuantificar
la observacion anterior, utilizando el software de procesamiento de imagenes Image J, con el
plugin Orientation J. Los resultados se observan en la Figura 7, donde se indica que en la

microestructura hay una orientacion, mientras que en el scaffold liso esto no ocurrio.

A g B 4x10° -
[ c
0 b
Q Q
) 5
c c 3x10°
[}] L
2 2
(<] G
B 2x108 S
6 4
5 5 210
Q Q
3 =}
2 2
= =
] 0 6
= 5 1x10
1%10° T T T T r T
-50 0 50 -50 0 50
QOrientacion en grados Orientacion en grados

Figura 7: Graficos de orientacion de nanofibras de los scaffolds fabricados con la técnica de

electrospinning con colector liso (A) y microestructurado (B).
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4.2 Determinacion de scaffold 6ptimo para cultivo y diferenciacion de células
musculares C2C12.

4.2.1 Evaluacion de citotoxicidad del material

La evaluacion de la citotoxicidad del material fue llevada a cabo utilizando el ensayo de WST-
1, en el cual se realiz6 la cuantificacion de la viabilidad celular midiendo la reaccién de las
sales de tetrazolio del reactivo WST-1, las cuales se reducen a formazan en presencia de

células metabdlicamente activas (Berridge et al., 2005).

El ensayo se realizé utilizando el sobrenadante de medio de cultivo celular suplementado, el
cual estuvo en contacto durante 24 horas con los scaffolds. Este sobrenadante luego se usé
para cultivar las células y se evalud la viabilidad de éstas en presencia del medio que estuvo
en cultivo con el scaffold, al crecer durante 24 y 48 horas. Una viabilidad menor de 70% a las

48 horas de incubacion indica citotoxicidad del material.

En la Figura 8 se presentan los resultados obtenidos, que muestran que ambos tipos de
scaffolds no presentan citotoxicidad, ya que la viabilidad celular se mantuvo por encima del
70% en todos los casos. Se observa una disminucion gradual en la viabilidad celular con el
tiempo, lo cual es predecible dado que no se realizé un cambio de medio durante el ensayo.
De manera destacada, todas las muestras de electrospinning y la muestra de 24 horas del
scaffold microestructurado fabricado por solvent casting mostraron una viabilidad superior al
100%, indicando que la viabilidad celular fue incluso mayor que la de las células cultivadas en
plastico. Este hallazgo sugiere que el entorno proporcionado por los scaffolds pudo haber
favorecido el crecimiento celular en mayor medida de lo esperado en comparacion con las

condiciones estandar de cultivo en plastico.
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Figura 8: Ensayo de viabilidad celular utilizando la técnica de WST-1. Se evaluaron ambos scaffolds
fabricados con las técnicas de solvent casting (SC) y electrospinning (ES), ambos con y sin

microestructuras. Los tiempos de cultivo del ensayo fueron de 24 y 48 horas.

4.2.2 Evaluaciéon de la morfologia celular sobre scaffold

4.2.2.1 Scaffolds de Solvent Casting

Para evaluar el efecto de los scaffolds y su microestructura, se sembraron células musculares
de la linea C2C12. Primeramente, se realiz6 una fase inicial de proliferacion durante 72 horas,
y luego se cambié el medio que contenia suero bovino fetal a uno que contiene suero de
caballo para inducir la diferenciacién miogénica durante un periodo de 7 dias. La Figura 9
muestra la morfologia de las células musculares cultivadas en el scaffold después de la fase
de proliferacion a los 0, 3 y 7 dias de diferenciacion.

Las células cultivadas en placas de plastico comerciales (control) presentan una alta densidad
celular con una morfologia desorganizada y ramificada, caracteristica de esta linea de
mioblastos (Burattini et al., 2004). Tras 7 dias de cultivo, se pueden observar células
multinucleadas dispuestas de manera aleatoria, sin una alineacién especifica (indicadas con
flechas blancas y asterisco en la Fig. 9). Aunque se evidencian signos de diferenciacion
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miogénica, no se forman fibras musculares alineadas, lo que sugiere la presencia de miotubos
desorganizados (Zhao et al., 2009).

0d 3d

Figura 9: Imagenes de fluorescencia de células C2C12 creciendo sobre control, scaffold liso y

Control

Microestructurado

100 um

microestructurado, luego de 0, 3 y 7 dias de diferenciacién. En azul se muestran los nucleos tefidos
con Hoechst y en rojo se observa el citoesqueleto de actina tefiido con rodamina-faloidina. Las flechas

blancas indican la direccionalidad de las fibras y los asteriscos muestran miofibras multinucleadas.

Al sembrar los mioblastos en scaffolds lisos, se observa una morfologia celular similar a la del
control. Esto sugiere que la composicion del scaffold es biocompatible y que permite un
comportamiento celular comparable al observado en las superficies de control de cultivo

celular.

Cuando las células se sembraron en el scaffold microestructurado, adoptaron la forma de
haces de fibras musculares, formando estructuras paralelas, alargadas y multinucleadas. La
alineacion paralela de las miofibras es crucial para la funcionalidad de las células musculares,

ya que es esencial para generar fuerzas direccionales y asegurar el uso eficiente del musculo
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(Bach et al., 2004). La formacion de estas estructuras alineadas sugiere que la microestructura
del scaffolds es adecuada para fomentar el desarrollo de una morfologia similar a un haz de

musculos y la produccion de carne cultivada (Orellana et al., 2020).

Para cuantificar la alineacién celular y evaluar el efecto de la microestructura sobre esta, se
utilizé el software de andlisis de imagenes ImagedJ con el plugin Directionality J. La Figura 10
muestra, en la columna izquierda, las imagenes de células después de 7 dias de diferenciacion
en los sistemas de control (Fig. 10A), liso (Fig. 10B) y microestructurado (Fig. 10C). En la
columna derecha, se presentan los histogramas correspondientes al analisis de

direccionalidad.

Los resultados revelan que, en la microestructura, la alineacion celular es evidente tanto en
las imagenes como en el histograma, que muestra un claro pico que indica una orientacién
predominante en la misma direccién. En contraste, el control presenta varios picos en el
histograma, reflejando una alineacion celular menos organizada. El scaffold liso muestra un
pico en el histograma, aunque menos pronunciado que en la microestructura, sugiriendo una
organizacién celular menos marcada. Las imagenes corroboran esto al mostrar una

orientacion radial desde un grupo celular inicialmente desorganizado.
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Figura 10: Analisis de direccionalidad de miofibras al crecer sobre control (A) y scaffolds fabricados con
la técnica de solvent casting liso (B) y microestructurado (C). En la columna derecha se observan los

respectivos histogramas de direccionalidad donde A’: Control, B’: Liso y C’: microestructura.

4.2.2.2 Scaffolds de Electrospinning

Se sembraron células de la linea C2C12 en las mismas condiciones utilizadas para la
fabricacion de scaffolds mediante la técnica de solvent casting y se evalud la morfologia y
alineacion celular después de 3 dias de proliferacion. Sin embargo, los scaffolds obtenidos con
la técnica de electrospinning resultaron ser muy fragiles y de dificil manipulacién, lo que impidié

realizar evaluaciones a tiempos de cultivo mas prolongados.
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Los scaffolds fabricados mediante la técnica de electrospinning mostraron una excelente
adhesion y esparcimiento celular. Las células crecieron sobre estos scaffolds con una
morfologia 6ptima, exhibiendo una elongacién caracteristica (ver Fig. 11), lo cual es indicativo
de una interaccion adecuada con el material. Este comportamiento positivo resalta la eficacia
de la técnica de electrospinning en proporcionar un entorno adecuado para el desarrollo

celular, concordante con los resultados de viabilidad celular obtenidos.

En la Figura 11A, se puede observar que las células en el control estan desorganizadas y no
presentan miofibras multinucleadas. En contraste, en el scaffold liso electrohilado (Fig. 11B),
se aprecian varias células alargadas y multinucleadas, destacadas con (*), incluso después de
solo 3 dias de proliferacion, lo cual es notable ya que, en este punto, no se esperaria la
formacion de miofibras, como se observa en el control. Este hallazgo resalta la efectividad del
scaffold de nanofibras, ya que favorece la formacion de células multinucleadas sin requerir
medio de diferenciacion adicional. Por ultimo, en el scaffold microestructurado (Fig. 11C), se
observa que las células tienen una morfologia alargada y muestran una alineacién

perpendicular a los microcanales (en azul en la figura).

Figura 11: Células C2C12 creciendo sobre control plastico (A) y scaffold fabricados con la técnica de
electrospinning utilizando colector liso (B) y microestructurado (C). En B se observan células alargadas
y multinucleadas, destacadas con (*). Azul: nucleos tefiidos con Hoechst. Rojo: Citoesqueleto de actina

tefiido con rodamina faloidina.

Se realiz6 el correspondiente analisis de orientacién celular para obtener datos cuantitativos y
los resultados se muestran en la Figura 12, donde en la columna izquierda se observan las
células utilizadas para el analisis en control (Fig. 12A), liso (Fig. 12B) y microestructura (Fig.
12C). En la columna de la derecha se observan los histogramas de direccionalidad. Se observa

claramente que tanto en el control como el scaffold fabricado con el colector liso se obtuvo
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mas de un pico, indicando baja alineacién celular, sin embargo, solo en el scaffold
microestructurado hay un pico claro de alineacién celular. Cabe destacar que, si bien se obtuvo
alineacion de las células, esta se dio en una direccion perpendicular a la cresta de los
microcanales, resultado que no es el esperado, ya que la alineacién debe ser paralela. Esto
se corresponde con los resultados de la imagen de SEM de las nanofibras del scaffold
microestructurado (Figura 5), donde se observa que la alineacién de las nanofibras también
ocurrio de forma perpendicular a los microcanales, lo que tuvo el mismo efecto sobre la

alineacion celular.
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Figura 12: Analisis de direccionalidad de miofibras al crecer sobre control (A) y scaffolds fabricados con
la técnica de electrospinning liso (B) y microestructurado (C). En la columna derecha se observan los

respectivos histogramas de direccionalidad donde A’: Control, B’: Liso y C’: microestructura.
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4.2.3 Crecimiento celular y metabolismo

Luego de la evaluacion morfoldgica, se decidio continuar las siguientes evaluaciones solo con
los scaffolds fabricados con la técnica de solvent casting, ya que se obtuvo buena morfologia

y alineacion celular, ademas de ser de facil manipulacion, lo que permite realizar experimentos
a largos tiempos.

Para evaluar el crecimiento celular se utilizé la técnica de viabilidad celular WST-1, la cual
ademas permite obtener una estimacién cuantitativa de la cantidad de células presentes en el
cultivo y asi poder evaluar cédmo este numero va variando en el tiempo. En cuanto al

metabolismo, se realizaron mediciones de consumo de glucosa y produccion de lactato en las

células.
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Figura 13: Comportamiento celular en los distintos sistemas: control (e), liso (m) y microestructura (A),
donde se considera el crecimiento celular (A), consumo de glucosa (B) y produccion de lactato (C). Se
realizaron mediciones luego de 4, 24, 48 y 72 horas de crecimiento.

Los resultados de la Figura 13 muestran la clara diferencia que representa utilizar un scaffold,

ya sea liso o microestructurado, cuando se compara con crecer células en plastico, ya que, a
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tiempo final, se observaron valores mas similares para liso y microestructura, mientas que el
valor de control se aleja. El grafico de crecimiento celular (Fig. 13A) indica que hasta las 24
horas el crecimiento es similar en los tres sistemas, sin embargo, esto cambia evidentemente
a partir de las 48 horas, donde el crecimiento de las células en los scaffolds es menor que en
el control. En cuanto al consumo de glucosa (Fig. 13B) y produccién de lactato (Fig. 13C), se
observa que en el control es donde ocurri6 mas consumo de glucosa vy, por lo tanto, mayor

produccion de lactato.

La Tabla 3 reporta los valores de la tasa de crecimiento especifica evaluados en cada cultivo
celular y la produccién de lactato a partir de la glucosa (indice glucolitico). Es bien conocido
que la actividad glucolitica y la produccion de lactato por los tejidos musculares son indicadores
del metabolismo celular (Acevedo et al., 2013). El nivel glucolitico de las células cultivadas en
scaffolds microestructurados fue mayor que en scaffolds lisos. Esto indica que el metabolismo
celular aumenta cuando las células crecen en los microcanales. Evidentemente, el scaffolds
microestructurado fue disefiado para inducir la formacién de estructuras similares a haces de

musculos, que requeririan mas energia metabdlica para el proceso de miogénesis.

Tabla 3: Parametros de crecimiento de cultivo celular en la fase de proliferacion.

Tasa especifica de Produccion de lactato desde
crecimiento (h'') glucosa (g/g)
Control 4.37 x 102 (2.2 x 103) 0.59 (x0.01)
Liso 4.18 x 102 (£3.46 x 10%®) 0.50 (+0.06)
Microestructura 4.10 x 102 (+5.68 x 10™) 1.00 (+0.07)
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4.3 Estudio de la expresion de marcadores miogénicos (myod, miogenina y miosina
de cadena pesada) y de proteinas participes de fusion (myomaker, myomixer y
myoferlina) en etapas tempranas, medias y tardias de diferenciacién, usando RT-qPCR.

Para evaluar la expresion de genes involucrados en los procesos de miogénesis y fusion
celular, se realizé un ensayo de RT-gPCR. La expresion génica relativa en los dias 0, 3y 7 de
la fase de diferenciacion se presenta en las Figuras 14 (fusion) y 15 (miogénesis). La
comparacion entre el scaffold liso y el control (L vs. C) revela cédmo la composicion quimica del
scaffold afecta el proceso de diferenciacion en comparacion con el cultivo tradicional en
plastico. Por otro lado, la comparacién entre el scaffold microestructurado y el scaffold liso (M
vs. L) proporciona informacion sobre los efectos especificos inducidos por los microcanales en
las células. Este enfoque permite analizar de manera detallada los impactos individuales de la

composicién del scaffold y su microestructura sobre la miogénesis y fusion celular.

La Figura 14 muestra la expresion génica de marcadores de fusion celular, especificamente
myomaker, myomixer y mioferlina. Myomaker, involucrado en el proceso de hemifusion donde
dos membranas celulares se fusionan para formar una sola (Leikina et al., 2018), mostré un
aumento en su expresion, alcanzando un pico en el dia 3 y luego disminuyendo en todas las
condiciones evaluadas. La mayor expresion de myomaker se observé en el scaffold

microestructurado comparado con el liso en el dia 3.

Myomixer, una proteina esencial para la formacion del poro de fusion (Leikina et al., 2018),
presentd una disminucion en su expresion en el dia 3 en todas las condiciones, seguido por
un aumento para el dia 7, con la maxima expresién observada en el scaffold microestructurado

en comparacion con el liso en todos los tiempos.

Mioferlina, que generalmente se expresa al inicio de la fusién (Zhu et al., 2019), mostré un
incremento en su expresion a lo largo del tiempo, alcanzando sus niveles mas altos en el dia
7 de diferenciacién en todas las condiciones. Notablemente, el scaffold liso comparado con el
control mostré un aumento progresivo en la expresion de mioferlina a lo largo del tiempo. Sin
embargo, en las comparaciones entre microestructura y scaffold liso, asi como entre
microestructura y control, la expresién de mioferlina fue menor, lo que sugiere un posible efecto

regulador de la microestructura sobre la expresion de esta proteina.
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Figura 14: Expresion génica relativa de marcadores de fusion en los sistemas control (C), liso (L) y
microestructura (M). Los valores de expresion relativa de los genes myomaker, myomixer y mioferlina
se midieron a los 0, 3y 7 dias de diferenciacion en tres condiciones. Los valores de expresion relativa
se obtuvieron comparando directamente los niveles de expresion génica entre estas condiciones (L vs.
C,Mvs.CyMuvs.L).

La Figura 15 ilustra la expresion génica de marcadores miogeénicos clave: Myod, miogenina y
miosina de cadena pesada. MyoD, un marcador de miogénesis temprana (Berkes & Tapscaott,
2005), mostré una expresion cinco veces mayor en los scaffolds microestructurados en

comparacion con los scaffolds lisos a los 0 dias, y luego disminuyé en ambas condiciones.

La miogenina es un marcador intermedio de la diferenciacién miogénica (Chen et al., 2015;
Ganassi et al., 2018), presentdé una expresién tres veces superior en el scaffold
microestructurado en comparacion con el scaffold liso en el dia 0, pero su expresién disminuyo

rapidamente, siendo menor en el dia 7 que en el scaffold liso.

La miosina de cadena pesada, una proteina crucial para la contraccion muscular y un marcador
de diferenciacion tardia (Chen et al., 2015; Steen et al., 2016), mostrd la mayor expresion en
el dia 3 en el scaffold microestructurado en comparacion con el scaffold liso. Como era de
esperarse, no se observd expresion a los 0 dias y sorprendentemente, se observo que la
mayor expresion de miosina fue en el dia 3 al comparar la microestructura con scaffold liso.
En contraste, la expresion fue casi nula en las comparaciones Lvs. CyMvs. Calosdias 0Oy

3 de diferenciacion.
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En general, los datos indican que, en todos los tiempos evaluados, la expresién de estos genes
fue consistentemente mayor en los scaffolds microestructurados en comparacién con los
scaffolds lisos, sugiriendo que la interaccion de las células con los scaffolds microestructurados

favorece de manera significativa el proceso de miogénesis
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Figura 15: Expresion génica relativa de marcadores de miogénesis en los sistemas control (C), liso (L)
y microestructura (M). Los valores de expresién relativa de los genes myod, miogenina y miosina de
cadena pesada se midieron a los 0, 3 y 7 dias de diferenciacién en tres condiciones. Los valores de
expresion relativa se obtuvieron comparando directamente los niveles de expresion génica entre estas

condiciones (Lvs. C,Mvs. Cy Mvs. L).

Para validar que los resultados obtenidos mediante RT-gPCR reflejan adecuadamente la
expresion proteica, se realizd un analisis de inmunofluorescencia en los scaffolds
microestructurados. Los resultados, mostrados en la Figura 16, evidencian una progresion
miogénica clara. El primer marcador en ser detectado fue MyoD, que se expreso a los 0 dias
de diferenciacién. A continuacion, la expresion de mioferlina y Myomaker se observé alos 3y
5 dias, respectivamente. Los marcadores de expresién mas tardia, miogenina y la miosina de
cadena pesada, junto con la proteina de fusion Myomixer, fueron detectados a los 7 dias de
diferenciacion. Aunque se observd una discrepancia en los tiempos de expresion para
miogenina y mioferlina en comparacion con los resultados de RT-qPCR, los datos de

inmunofluorescencia confirman que la expresion proteica sigue el patrén general esperado
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para la diferenciacion miogénica. Estos hallazgos complementan y respaldan los resultados
obtenidos por RT-gPCR, proporcionando una visibn mas completa del proceso de

diferenciacion.

‘ Progresion Miogénica

0d 3d 5d 7d 7d 7d

Myod Mioferlina Myomaker Miogenina Myomixer Miosina

Figura 16: Imagenes de inmunofluorescencia de cultivos celulares que muestran la expresién de
proteinas durante la progresion miogénica. Azul, tincion de Hoechst; rojo, tincion de rodamina-faloidina;
verde, marcador de interés (myod, mioferlina, myomaker, miogenina, myomixer y miosina de cadena

pesada) con el fluoréforo Alexa Flour 488. Barra de escala de 50 ym.

Ademas, se llevd a cabo una tincion de inmunofluorescencia para identificar la presencia de
miosina de cadena pesada en los tres sistemas a tiempo final (7 dias post diferenciacion) (Fig.
17). Los resultados mostraron la formacion de miofibras maduras en todas las condiciones
evaluadas. Sin embargo, en el control (Fig. 17A), las miofibras presentaron ramificaciones, un
fendmeno que no ocurre in vivo y que se busca evitar, ya que estas ramificaciones pueden
interferir con la funcionalidad del musculo al dificultar la contraccion eficiente de las miofibras
(Denes et al., 2019). Las miofibras cultivadas en el scaffold liso (Fig. 17B) mostraron una falta
de direccionalidad coherente. Esto se contrapone a lo observado en el scaffold
microestructurado (Fig. 17C), donde las miofibras estan claramente alineadas en una direccién
uniforme y son positivas para el marcador de miosina, indicando una diferenciacion exitosa.
Este patrén de alineacion en el scaffold microestructurado resalta su efectividad en promover

una organizacién celular que favorece la funcionalidad muscular.
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Figura 17: Identificacion de miosina de cadena pesada en células musculares creciendo en las

situaciones de control (A), scaffold liso (B) y scaffold microestructurado (C). En verde se observan
miofibras positivas para miosina de cadena pesada (Alexa Fluor 488) y en azul se observan los nucleos
(Hoechst).
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4.4 Identificacion a través de analisis transcriptomico (RNA seq) la expresién
diferencial de genes de las células C2C12, ante la presencia de microcanales, para
proponer un modelo de expresiéon génica que contemple los procesos de miogénesis y
fusion celular.

En la seccion anterior se analizé la expresion de genes especificos involucrados en los
procesos de miogénesis y fusion celular. Sin embargo, este enfoque dirigido no proporciona
una vision completa de cémo los scaffolds y su microestructura impactan en la expresion
génica global. Para abordar esta limitacién, se llevd a cabo una secuenciacién del
transcriptoma completo utilizando tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento. Este
enfoque integral ofrece una vision general de los cambios en la expresion génica a nivel global,
permitiendo descubrir variaciones en los patrones de expresion entre las distintas condiciones,
e identificando procesos y vias que pueden verse afectados por la microestructura de los

scaffolds, incluso aquellos que inicialmente no se esperaban influenciados.

4.41 Exploracion del transcriptoma de células musculares al crecer en

scaffolds

En este estudio se empled tecnologia de secuenciacidon de alto rendimiento junto con
herramientas bioinformaticas avanzadas para analizar el transcriptoma de células C2C12 (Mus
musculus) cultivadas en scaffolds con superficies lisas y microestructuradas, ademas de un
control de plastico. Se obtuvieron un promedio de 86.067.975 lecturas sin procesar de las
muestras de control, lisas y microestructuradas, distribuidas entre 9 muestras (3 por cada
condicion), con una lectura limpia promedio de 83.302.338 (Tabla 4). Todo el analisis posterior
se baso en estos datos de alta calidad. Las lecturas limpias fueron alineadas con la secuencia
del genoma de referencia de raton (Mus musculus), version GRCm39, obtenida de Ensembl,

logrando una alineacién aproximada del 94.8% de las transcripciones con el genoma.

Para evaluar los cambios en el transcriptoma entre los diferentes sistemas, se realizé un
andlisis de agrupamiento jerarquico (Fig. 18A). En este andlisis, las muestras se representan
en las columnas y se clasifican en funcion de la abundancia relativa de los genes, con colores
que van desde verde para genes con baja abundancia relativa hasta rojo para genes con alta
abundancia relativa. Las muestras de control se agruparon en un grupo, mostrando
distribuciones de transcriptomas similares. Por otro lado, las muestras cultivadas en scaffolds

lisos y microestructurados también tendieron a agruparse juntas. Esto sugiere que el tipo de
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scaffold, ya sea plano o microestructurado, tiene un impacto significativo en la expresion

genica, diferenciandose claramente de las muestras de control.

Tabla 4: Cantidad de lecturas obtenidas en la secuenciacion en los tres sistemas evaluados.

Grupo Codigo Total de bases Lecturas crudas Lecturas limpias
C2 6,551,238,586 43,385,686 41,631,020
Control C3 8,716,882,398 57,727,698 56,965,038
C4 6,628,800,038 43,899,338 43,015,412
F2 9,108,192,556 60,319,156 57,289,794
Liso F3 15,922,210,402 105,445,102 92,454,178
F4 16,699,647,794 110,593,694 109,196,306
M1 13,690,497,446 90,665,546 89,520,814
Microestructurado M2 28,092,960,194 186,046,094 184,021,086
M4 11,555,948,762 76,529,462 75,627,400

Para verificar la distribucion de las réplicas, se realizd un analisis de componentes principales

(PCA) con el objetivo de evaluar la similitud en los perfiles transcriptomicos. Los graficos de

PCA para las réplicas de control, scaffolds lisos y microestructurados (Fig. 18B) revelaron que

el primer componente principal explicd el 49.3% de la variabilidad total, mientras que el

segundo componente explico el 14.3%. Cada condicién experimental se agrup6 claramente,

mostrando una separacion evidente entre las diferentes condiciones. Esta separacion indica

una alta consistencia entre las réplicas dentro de cada condicion y confirma que las diferencias

observadas en la expresidon génica estan bien diferenciadas entre los tipos de scaffold y el

control.
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Figura 18: A: Analisis de agrupamiento jerarquico para los perfiles del transcriptoma de muestras de
control, planas y microestructuradas. El mapa de calor presenta la abundancia relativa media de los
genes con diferentes colores (verde: baja abundancia; rojo: alta abundancia). B: Grafico de puntuacion

de PCA de las muestras de control, planas y microestructuradas.

Finalmente, los cambios globales en los perfiles transcriptdmicos se visualizan en los graficos
de volcanes presentados en la Figura 19. Estos graficos destacan los genes diferencialmente
expresados, donde los puntos rojos indican genes que estan significativamente sobre
expresados y los puntos verdes representan genes que estan sub expresados. Esta
representacion facilita la identificacion de las diferencias en la expresion génica entre las
diferentes condiciones experimentales, permitiendo una evaluacion visual clara de como los

scaffolds y sus caracteristicas afectan el transcriptoma de las células.
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Figura 19: Graficos de volcan que resaltan la mayoria de los genes expresados de manera diferencial
(Log2FC > 1,5; valor p corregido por FDR < 0,05) para las tres comparaciones liso versus control,

microestructurado versus control y microestructurado versus liso, respectivamente.

Al realizar comparaciones entre las distintas muestras (Figura 20A), se identificaron un total
de 6321, 8154 y 1490 genes diferencialmente expresados (GDE) en las comparaciones de
scaffolds lisos frente a control (L vs. C), microestructurados frente a control (M vs. C), y
microestructurados frente a lisos (M vs. L), respectivamente. Las comparaciones entre L vs. C
y M vs. C revelaron una cantidad significativamente mayor de GDE al contrario de la
comparacion M vs. L, donde se observaron menos GDE. De manera interesante, se
identificaron 124 genes que se expresan exclusivamente en la comparacion M vs. L. Estos
genes estan asociados principalmente con proteinas de la categoria de enzimas de
interconversion metabdlica, seguidas por proteinas citoesqueléticas, enzimas modificadoras
de proteinas y transportadores (Fig. 20B). Este hallazgo sugiere que la microestructura de los
scaffolds tiene un efecto distintivo en la regulacion génica que afecta diversos procesos

metabdlicos y estructurales dentro de las células.
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Figura 20: A: Diagrama de Venn de los genes diferencialmente expresados por cada tipo de muestra.
Los circulos de colores representan la cantidad de GDE para las comparaciones de liso versus control,
microestructurado versus control y microestructurado versus liso respectivamente. Un total de 6321,
8154 y 1490 GDE se expresaron de manera diferencial (FC > 1,5; valor p corregido por FDR < 0,05)
para liso versus control, microestructurado versus control y microestructurado versus liso
respectivamente. B: Tabla con los 124 genes encontrados exclusivamente en la comparacién de M vs.

L, y sus respectivas categorias.
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En nuestras comparaciones generales, observamos que los genes con las regulaciones
positivas y negativas mas significativas carecen de funciones anotadas en la literatura (Tabla
5). Sin embargo, las diferencias significativas en su expresién entre las distintas condiciones
sugieren que estos genes podrian estar potencialmente implicados en procesos celulares
relevantes durante el desarrollo y la diferenciacién de las fibras musculares. Ademas, de

acuerdo con la base de datos Mouse Genome Informatics (https://www.informatics.jax.org/),

se ha documentado la expresién de estos genes durante el desarrollo embrionario.

En particular, el gen Gm2026, que muestra una sub-regulacion en las comparaciones M vs. C
y M vs. L, se expresa en las extremidades, el sistema nervioso y el sistema reproductivo. Los
genes Gm38372 y Gm47572, también regulados negativamente en la comparacién M vs. C,
tienen una expresiéon generalizada en la mayoria de los sistemas. Por ultimo, Gm14308 esta
exclusivamente presente en el higado y el sistema biliar. Estos hallazgos podrian proporcionar
indicios sobre el papel potencial de estos genes en los procesos de diferenciacion y desarrollo

muscular.

Para obtener una vision mas profunda sobre las posibles funciones moleculares de los genes

identificados, se realizaron busquedas de homologia utilizando BLAST y analisis de dominios.

e (Gm20458 mostr6 como mejor resultado de BLAST una proteina de isoforma X3
homodloga a SYS1 de Myodes glareolus. Esta proteina se caracteriza por ser una
proteina de membrana integral que se une a la red trans de Golgi, con la anotacion
PFAMO09801. Esto sugiere un posible papel en el trafico de proteinas dentro de la

célula.

e (Gm49361 pertenece a la familia de la serina/treonina-proteina quinasa LATS2
(isoforma X1). Esta informacién sugiere que Gm49361 podria estar implicado en la
transduccion de senales durante el desarrollo muscular, dado que las quinasas LATS2

estan involucradas en diversas vias de senalizacion celular.

e Gmb5799 se alinea con la superfamilia takusan (PFAM04822), una amplia familia de

proteinas aun no completamente caracterizadas.

e Gm20671 mostré como mejor resultado de BLAST una proteina PRR14L de Fukomys
damarensis (con un 80% de identidad y un 100% de cobertura de consulta). El analisis
de dominios y motivos indica que la proteina codificada por Gm20671 contiene un

dominio C2H2, de caja KRAB y dedo de zinc. Estos dominios estan asociados con la
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regulacion transcripcional, sugiriendo que Gm20671 podria desempefiar un papel en

la regulacion de la expresion génica.

Tabla 5: Seleccion de los 20 genes mas sobre y sub regulados en las tres comparaciones estudiadas.

Liso vs. Control Microstructurado vs. Control | Microstructurado vs. Liso
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Change Change Change
Predicted Predicted GmM4935 Predicted
Gm20458 | Gene 10,45 Gm49361 | Gene, 10,92 8 Gene, 10,60
20458 49361 49358
Predicted Apolipopr S?g%o'(m
Gm49361 | Gene, 8,77 |Apoc4 polipop 8,36 |Ccl6 . 5,16
otein C-IV Motif)
49361 :
Ligand 6
WAP
Four- Aldolase 1
Widce1 | Disulfide 6,64 |Vsnl Visinin- 825 |Aldoart1 |2 4,94
Core Like 1 Retrogene
Domain 1
21
Leucine
Dickkoof- SLAM Rich
Dkkl1 . P 6,62 Slamf8 Family 8,10 Lrrc14b | Repeat 4,21
Like 1 -
Member 8 Containin
g 14B
Gamma-
4 Visinin- Kininogen Glutamyltr
o
B Vsnl1 Like 1 6,45 Kng1 1 7,88 Ggts ansferase 3,59
S 5
g Lymphocy
n.: 50314101 (F\;:jﬁEN Predicted te Antigen
g . 6,45 Gm49337 | Gene, 7,78 Ly6g 6 3,40
Q| 06Rik 503141010
) 49337 Complex,
(7] 6 Gene
Locus G
Solute
Carrier Adenylate
) Cyclase
Family 36 o
ppocd | APOIPoRr | ot g ann | (ProtoA | oo | Adeyapt | AEUSTRS | o o
P otein C-IV ’ mino Acid ’ r1 e 1yp P ’
Symporter
), Member I?eceptor
2
Ribosomal
SLAM Orosomuc Protein
Slamf8 Family 6,06 Oorm2 . 7,48 Gm3550 | L29, 3,31
oid 2
Member 8 Retrotrans
posed
Serine (Or Serine (Or
Cysteine) Cysteine)
Predicted Peptidase Serpina Peptidase
Gm5799 | Gene 6,06 Serpinala | Inhibitor, 7,47 1a P Inhibitor, 3,26
5799 Clade A, Clade A,
Member Member
1A 1A

53



Serine (Or Serine (Or
Arginine Cysteine) Cysteine)
Vasopress Peptidase Serpina Peptidase
Avpria in 5,98 Serpina3i | Inhibitor, 7,43 30 P Inhibitor, 3,24
Receptor Clade A, Clade A,
1A Member Member
3l 3l
Predicted
Muct9  [Mucin19 | 834 [Mucto  |Mucinto | -9.00 |SM2%% | Gene 4,06
20458
Family
With .
Desmoglei Fam177a Sequence i::cer
Dsg1a 9 -8,36 Similarity -9,16 Zfp273 gel -4,06
n 1 Alpha 2 177 Protein
Member 213
A2
Keratinocy
Yy2 Differentia NADPH
Yy2 Transcripti -8,61 Krtdap ; -9,32 Nox1 ) -4,37
tion Oxidase 1
on Factor .
Associate
d Protein
Serine (Or
Cysteine)
Peptidase
Inhibitor, Predicted Rhomboid
Serpinb12 | Clade B -8,61 Gm47572 | Gene, -9,42 Rhbdl1 Like 1 -5,48
(Ovalbumi 47572
n n),
) Member
‘_; 12
2 BPI Fold IGF-Like
s M Metaliothi |~ 572 | Bpifb2 Ccl):r:re‘::irl]m 972 |igir1 | Family 6,59
2 onein 4 ’ P g y ‘ 9 Receptor ’
(/)] )
Member 2 !
ﬁgﬁ:e_ Predicted Predicted
Sprr3 . -8,95 Gm38372 | Gene, -9,96 Gm2026 | Gene -6,67
Rich
. 38372 2026
Protein 3
Predicted Predicted gﬁgtere d
Gm20671 | Gene -9,13 Gm14308 | Gene -10,17 | H2ac12 Histone -6,76
20671 14308 12
. Spermine .
Predicted - Predicted
Gm14308 | Gene 940 | sbpl E'rg‘t’é?r?_ 10,25 §m4937 Gene, 6,97
14308 Li 49378
ike
Predicted
Rptn Repetin -10,05 Rptn Repetin -10,81 $m1510 Gene -7,00
15107
Eukaryotic
i
Krt6a Keratin 6A | -11,76 |Gm2026 [Gene -10,93 | Eif4ebp3 -7,47
Factor 4E
2026 -
Binding
Protein 3

54



Referente a los genes que si se encuentran caracterizados y cuya funcién si se conoce,
podemos observar en la Tabla 5 que en la comparacion L vs. C, podemos destacar entre los
genes mas sobre regulados, aquellos que participan en la activacion enzimatica (Wfdc21, Log
FC: 6.64), actividad de unién a correceptor (Dkkl1, Log FC : 6,62) y actividad de unién a calcio
(Vsnl1, Log FC: 6,45); en cuanto a los que estan sub regulados podemos encontrar genes
como Krt6a (Log FC: -11.76), que codifica la queratina, una proteina estructural que forma
parte del citoesqueleto, Rptn (Log FC: -10.05), que codifica la reptina, una proteina de la matriz

extracelular, y Sprr3 (Log FC: -8,95) que participa en los procesos de queratinizacion.

En la comparacién M vs. C, algunos de los genes mas regulados corresponden a Apoc4 (Log
FC: 8.36) que participa en el transporte de lipidos, Slamf8 (Log FC: 8.10) que permite una
actividad de unién a proteinas idéntica, y Kng1 (Log FC: 7.88) que participa en respuesta al
estimulo. En cuanto a los genes mas sub regulados encontramos los que participan en la
actividad de unién a lipidos (Bpifb2, Log FC: -9.72), el desarrollo de la epidermis (Krtdap,
LogFC: -9.32) y el desarrollo de las glandulas salivales (Muc19, Log FC: -9,09).

Finalmente, los genes mas regulados en M vs. L son Ccl6 (Log FC: 5.16) que participa en
procesos del sistema inmunoldgico, Aldoart1 (Log FC: 4.94) proceso glicolitico y Ggt5 (Log
FC: 3.59) que tiene actividad hidrolasa. En cuanto a los genes con menor expresion, estos son
Eif4ebp3 (Log FC: -7,47), que participa en la regulacion de la traduccién, H2ac12 (Log FC: -
6,76), que participa en la unién del ADN, e Igfir1 (Log FC: -6,59), que participa en la unién de

proteinas.

Ademas de estas observaciones, nuestro analisis revelé una expresion diferencial de genes
con niveles medios y moderados dentro de la comparacion M vs. L. En particular, identificamos
genes responsables de codificar componentes estructurales de la matriz extracelular, como la
elastina (Eln, Log FC: 2,62) y la cadena alfa-1(X) del colageno (Col10a1, Log FC: 2,52).
Ademas, se identificaron genes que codifican proteinas estructurales del sarcobmero como
miosina, polipéptido pesado 2 (Myh2, Log FC: 2,25), miosina XVIlIb (Myh18b, Log FC: 2),
obscurina (Obscn, Log FC: 2,17) y nebulina (Neb, Log FC: 2,02).

El colageno y la elastina son parte integral de los componentes fibrilares de la matriz
extracelular (ECM) en el musculo esquelético, que comprende el endomisio, el perimisio y el

epimisio, que envuelven el musculo. La matriz extracelular del musculo contribuye
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significativamente a la transmision de fuerzas contractiles, asi como a los procesos de

desarrollo, crecimiento y reparacion muscular (Csapo et al., 2020).

Los genes que muestran expresion diferencial también estan asociados con la formacion de
sarcomeros, fundamentales tanto en la estructura como en la funcion del tejido muscular. Entre
estos genes, se destaca miosina, una proteina esencial del sarcomero que juega un papel
crucial en la contraccion muscular al interactuar con la actina (Z. Wang et al., 2021). Ademas
de la miosina, nuestro analisis revel6 una mayor expresion de genes que codifican para
nebulina y obscurina, ambos componentes importantes en la estructura y funcién del
sarcomero, siendo nebulina vital para la regulacion de las interacciones entre actina y miosina,
la captacién de calcio en el reticulo sarcoplasmico y la alineacion de los discos Z,
contribuyendo asi a la estabilidad y organizacion del sarcomero. La obscurina desempeiia un
papel crucial en la miofibrilogénesis, facilitando la formacion de la banda A del sarcomero, la
incorporacion de miosina y el anclaje del sarcomero al reticulo sarcoplasmico (Henderson et
al., 2017). Estos hallazgos sugieren que la microestructura del scaffold puede promover un
ambiente que favorece la formacioén de estructuras sarcoméricas mas completas y funcionales,
al incrementar la expresidon de genes clave para la formaciéon y organizacién de los

sarcomeros.

La identificacion de la expresion diferencial en genes que codifican proteinas asociadas con la
matriz extracelular y las funciones estructurales del sarcomero ofrece valiosa informacion
sobre como los scaffolds microestructurados modulan la expresion de genes implicados en la
estructura y funcion del musculo esquelético. Este analisis destaca el impacto diferencial que
los scaffolds microestructurados tienen en comparacion con los scaffolds lisos. Al evidenciar
un mayor nivel de expresion de genes cruciales para la formacion y organizacion del
sarcomero, estos resultados sugieren que los scaffolds microestructurados proporcionan un
entorno mas propicio para el desarrollo y la funcionalidad del musculo, promoviendo una

organizacion estructural mas avanzada y eficiente.

4.4.2 Respuesta transcripcional de las fibras musculares utilizando ontologia

genética y modelado de redes genéticas.

Se llevé a cabo un andlisis de enriquecimiento de términos de ontologia genética (GO) para
clasificar las funciones de los genes expresados diferencialmente en cada comparacion. En
las comparaciones L vs. C y M vs. C, se identificaron genes asociados con procesos bioldgicos

generales, como traduccion, ciclo celular, procesos catabdlicos y biosintéticos. Sin embargo,
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el analisis para la comparacién M vs. L revelo un alto indice de enriquecimiento en categorias
especificas relacionadas con el desarrollo del musculo esquelético (Fig. 21). Este hallazgo
sugiere que la microestructura de los scaffolds tiene un impacto significativo en la regulacion
de genes clave para la formacion y maduraciéon del musculo, destacando su papel crucial en

la optimizacion del entorno para la diferenciacién y funcionalidad muscular.

Regulacion del proceso del sistema muscular

Regulacién de la contraccion muscular

Desarrollo de tejido muscular

Desarrollo de tejido muscular estriado

Regulacion de la diferenciacion de células musculares estriadas
Ensamblaje de componentes celulares involucrados en la..

Desarrollo de células musculares

Regulacion de la diferenciacion de miotubos

Desarrollo de la estructura muscular

Desarrollo de células musculares estriadas

Proceso del sistema muscular

Contracciéon muscular

Funcién celular

Organizacion de la estructura de actomiosina
Contraccién del musculo estriado
Contraccién del masculo cardiaco

Ensamblaje de miofibrillas

Organizacion de sarcomeros
Contraccioén del masculo esquelético

Deslizamiento de filamentos de actina-miosina

Deslizamiento de filamentos musculares
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Radio de enriquecimiento

Figura 21: Andlisis de enriquecimiento de términos GO de genes expresados diferencialmente

encontrados en la comparacion Microestructurado versus Liso, en la categoria de Proceso bioldgico.

La relacion entre las proteinas asociadas con los GDE de los términos GO para la comparacion
M vs. L se ilustra como redes de interaccion de proteinas generadas utilizando String y
Cytoscape (Figura 22) donde los nodos con mayor numero de interacciones se representan
en un tamafo mayor. Los nodos verdes representan genes regulados positivamente y los rojos
representan genes regulados negativamente. Los colores de las lineas corresponden al tipo
de interacciéon indicando: gris: fusion de genes; naranja: homologia; azul: coexpresion;
amarillo: interaccion determinada experimentalmente; verde: anotada en bases de datos; rojo:

mineria de texto automatizada.

Entre las categorias relevantes encontradas podemos destacar el deslizamiento de filamentos,

la contraccidn muscular y la organizacion de sarcémeros. Estos resultados son una evidencia

57



clara de los cambios asociados con el desarrollo muscular cuando la microestructura esta
presente en el scaffold, que fue disefiado para mejorar la alineacién de las células musculares.
A continuacion, se describe un analisis detallado de cada categoria mencionada

anteriormente.
4.4.2.1. Deslizamiento del filamento

Las células musculares estan formadas por miofibrillas, que a su vez estan compuestas por
filamentos finos y gruesos organizados axialmente a lo largo de las células. Los filamentos
delgados estan formados principalmente por mondémeros de actina, mientras que los
filamentos gruesos estan compuestos por miosina. La contraccion muscular resulta del
deslizamiento de estos filamentos entre si, lo que provoca el acortamiento de las fibras
musculares (Powers et al., 2021). Nuestros resultados indican que, al comparar los scaffolds
microestructurados con los planos, se observan genes regulados positivamente que estan
asociados con estos filamentos, especialmente aquellos relacionados con la miosina pesada
(Myh7, Myh6, Myh8) y la cadena ligera (Myl6b) (Fig. 22A). Este hallazgo sugiere una mejora
en los procesos relacionados con el deslizamiento de los filamentos. Ademas, el gen
tropomiosina 1 (Tpm1), que también esta regulado positivamente, muestra interacciones con
todos los componentes de la red de proteinas asociada a esta categoria. De estos
componentes, tres (Myh8, Myh6 y Tnnt2) han sido confirmados experimentalmente, como se

reporta en la plataforma String.
4.4.2.2. Contraccién muscular

Ademas de la actina y la miosina, otras proteinas clave en la contraccién muscular incluyen la
troponina, la titina y la Tcap. En nuestros analisis, se observé que todos los genes que codifican
estas proteinas estan regulados positivamente en el scaffold microestructurado en
comparacion con el scaffold liso (Fig. 22B). La troponina inicia la contraccion muscular al unirse
al Ca*?, lo que provoca cambios conformacionales que exponen los sitios de unién de la
miosina. Concurrentemente, la titina actia como una plantilla molecular que mantiene la
longitud de los filamentos durante la contraccién longitud (Mukund & Subramaniam, 2020). En
el andlisis de interaccion en red, se observa que la mayoria de los genes interactuan entre si,

a excepcion de Stac3, que solo muestra interaccién con Tnnt3 y Jrsp1.
4.4.2.3. Organizaciéon sarcomero

Los sarcomeros son la unidad funcional del musculo, responsables de generar fuerza y

soportar carga. La estructura del sarcdmero se organiza en varias zonas: la banda |,
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compuesta por actina; la banda A, que resulta de la superposicion de los filamentos gruesos
de miosina y los filamentos delgados de actina; el disco Z, que marca los extremos del
sarcomero; y la banda M, situada en el centro y compuesta por miosina. Ademas, proteinas
como la a-actinina, la titina, la nebulina y la miomesina también desempefan un papel crucial
en la organizacion estructural de los sarcomeros (Z. Wang et al., 2021). Los genes asociados
con estas proteinas mostraron una expresioén diferencial en la comparacion entre scaffolds

microestructurados y planos, destacando genes como Tcap, Lmod2 y Myoz2 (Fig. 22C).

Figura 22: Andlisis de enriquecimiento de términos GO de genes expresados diferencialmente
encontrados en la comparacion microestructur versus liso, en la categoria de proceso bioldgico. A:
Deslizamiento de filamentos musculares; B: Contraccién de musculo esquelético y C: Organizacion de

sarcomero.

Ademas, se desarrollé una red de interaccién de proteinas basada en los 366 genes
expresados diferencialmente con cambio relativo (Fold Change: |FC|) > 1,5 y Tasa de
descubrimiento falso (False Discovery Rate: FDR) < 0,05 en la comparacion entre scaffolds
microestructurados y lisos (Fig. 23). En esta red de interaccion contiene genes que no
pertenecen a una misma categoria de GO especificamente. Se observé que una proporcién
significativa de los genes regulados negativamente esta vinculada a procesos clave como la
regulacién de la transcripcion, la reproduccion y la proliferacion celular (por ejemplo, Pcna,
Mcm4, Rpa3 y Prc1). Dado que la diferenciacion muscular requiere que las células salgan del
ciclo celular (Kitzmann & Fernandez, 2001), estos resultados sugieren que la microestructura
de los scaffolds facilita la transicion efectiva de una fase proliferativa a una fase de

diferenciacion. Esta evidencia destaca el papel de la microestructura en la optimizacion del

59



proceso de diferenciacion celular, favoreciendo un entorno mas propicio para el desarrollo

muscular.
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Figura 23: Red de interacciéon de proteinas asociada los 366 genes expresados diferencialmente con

|FC| > 1,5y FDR < 0,05 en la comparacién entre scaffolds microestructurados vy lisos.
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Capitulo 5
Discusion

Los scaffolds utilizados en esta tesis se desarrollaron empleando biomateriales comestibles
no derivados de mamiferos y considerando las dimensiones del diametro de las miofibras que
se encuentran en los animales comunmente utilizados para consumo. Entre los métodos de
fabricacion evaluados, el scaffold producido mediante la técnica de solvent casting demostré

ser el mas adecuado, ya que facilité la alineacién de las células musculares.

En contraste, aunque la técnica de electrospinning permitié la fabricacién de microcanales
paralelos, estos no produjeron el efecto de alineacion celular esperado. Esto se debe
probablemente a que el ancho de los microcanales resultantes, de aproximadamente 400 um,
era demasiado amplio para inducir un efecto significativo en la alineacion celular. A pesar de
la alineacién a nivel de nanofibras observada, la alineacion de las células no fue paralela a los

microcanales, sino perpendicular, 1o que no cumplié con las expectativas iniciales

Por lo anterior se decidié desarrollar el resto de esta tesis utilizando scaffolds fabricados con
la técnica de solvent casting y se evalud, mas alla de un aspecto morfolégico, el efecto de la
alineacion celular. Los aspectos evaluados fueron la expresion de marcadores miogénicos, de

fusion celular y expresion transcriptémica en general.

La miogénesis, proceso de formacién muscular, se divide en etapas tempranas, medias y
tardias, en funcién del estado de las células y los marcadores que expresan. Los marcadores
comunmente utilizados para identificar estas etapas son MyoD (temprana), miogenina (media)
y miosina de cadena pesada (tardia) (Schmidt et al., 2019). La fusion celular, crucial para la
miogénesis, permite la formacion de miofiboras multinucleadas al fusionarse células
individuales que luego compartiran nucleos. Proteinas clave en este proceso incluyen
Myomaker, Myomixer y Mioferlina (Lehka & Redowicz, 2020). La identificacion de estos
marcadores se llevd a cabo utilizando la técnica de RT-gPCR, mediante la fabricacion de
partidores especificos para las secuencias génicas asociadas con la expresion de estas

proteinas.

Para evaluar el efecto de los microcanales, se realiz6 la extraccion de ARN de células luego
de 0, 3 y 7 dias post diferenciacion, creciendo en los scaffolds liso, microestructurados y en

placas de cultivo plasticas (control). La comparacion con el plastico (L vs. C) nos habla del
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efecto del biomaterial sobre las células, y la comparacion entre microcanales y liso (M vs. L),

nos habla del verdadero efecto de la alineacion de las células en su expresion génica.

Se realizé un andlisis de componente principal (Fig. 24) para evaluar la relacion entre los

genes. Los resultados indican que el 61,5% de la variabilidad se explica por el primer

componente principal (PC1) que incluye los genes myod, miogenina, myomaker, miosina de

cadena pesada y miomixer, es decir, todos los genes evaluados, excepto mioferlina. El

segundo componente principal (PC2), que explica el 22,9% de la variabilidad, esta asociado

con la expresion de mioferlina, lo que sugiere que este gen no esta correlacionado con los

otros genes evaluados. Ademas, en el PC2 se observa que Ld7 se distingue de Md0 y Md3, lo

que podria indicar que mioferlina esta subregulado por la microestructura durante las etapas

tempranas de la miogénesis.
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Figura 24: Analisis de componente principal donde se observan las variables evaluadas.
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En la Tabla 6 se presenta una matriz de correlacién de Pearson, que muestra el grado de

relacion entre dos variables. Los valores cercanos a 1 indican una fuerte relacion, mientras
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que los valores cercanos a -1 reflejan una relacion débil. Entre los resultados, se destaca la

fuerte correlacién entre miosina de cadena pesada y miogenina (0,873), miosina y myomixer

(0,773), myod y myomaker (0,766), myomixer y myomaker (0,696), miosina y myomaker

(0,668), miogenina y myomaker (0,645), y myod y myomixer (0,588). Es importante senalar

que mioferlina fue la Unica variable que no mostré una correlacion significativa con las demas.

Tabla 6: Matriz de correlacién de Pearson de la expresion génica.

Myomaker = Myomixer Mioferlina Myod Miogenina
Myomixer 0.696**
Mioferlina 0.129 0.472
Myod 0.766** 0.588* -0.317
Miogenina 0.645* 0.553 -0.094 0.610
Miosina 0.668** 0.773 0.180 0.512 0.873***

Finalmente, se llevd a cabo un andlisis de agrupamiento jerarquico (Fig. 25) que reveld varios

clusters: uno formado por los genes miosina y miogenina, otro que agrupa a miosina,

miogenina y myomixer, y un tercero que incluye a myod y myomaker. Mioferlina quedo fuera

de estos grupos, lo que concuerda con los hallazgos del analisis de componentes principales.
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Figura 25: Analisis de agrupamiento jerarquico con los resultados de expresidn génica, usando distancia

de correlacion de Pearson y enlace promedio.
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A partir de estos andlisis bioestadisticos, se propuso un modelo de expresién génica a lo largo
del tiempo que facilita la comprension de como estos genes interactian con la microestructura
del scaffold (Fig. 26). Este modelo sugiere que el uso de scaffolds microestructurados puede
generar limitaciones en la disponibilidad de oxigeno (Jaques et al., 2021) en comparacién con
scaffolds lisos. La reduccion en el suministro de oxigeno intensifica la glicdlisis, lo que a su vez

incrementa la produccioén de lactato, caracterizando asi un entorno anaerobico.
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Figura 26: Modelo esquemético del efecto de la microestructura de los scaffolds en la interaccion de los
genes de miogénesis y fusion celular. En (A) se muestra el efecto de los microcanales en la difusién de
oxigeno, lo cual produce un aumento en la glicolisis que a su vez aumenta la produccion de lactato, lo
cual ha demostrado ser un factor que influencia la expresién de Myod. Ademas, se observa una baja en
la expresion de mioferlina en la primera etapa de la miogénesis. En la etapa media de miogénesis (B)
se observa la expresion de mioferlina y la relacién entre la expresién de Myod y Miogenina, que se
relaciona directamente con la expresion de myomaker, participe del proceso de fusién celular.
Finalmente, en la etapa final de miogénesis se observa la miofibra ya formada por la fusién de los
mioblastos, con la caracteristica morfologia alargada y multinucleada. También se observa que en esta
etapa ocurrié expresion de miogenina y miomixer, cuya expresion se encuentra relacionada con la

expresion de miosina de cadena pesada, indicador de formacién de miofibra madura.

Ademas, se ha reportado que myod esta regulado por la hipoxia, lo que activa el mecanismo
de regeneracion muscular en respuesta a lesiones (Yun et al., 2005). Por lo tanto, se puede

anticipar una expresion temprana de myod en sistemas de scaffolds microestructurados (Fig.
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26A), lo cual es consistente con los resultados mostrados en la Figura 15, donde la expresién
de myod fue significativamente mayor en el grupo M vs. F, a diferencia del grupo F vs. C. Es
bien conocido que myod es uno de los primeros marcadores de la miogénesis temprana, y su
expresion inicia el proceso de miogénesis. Posteriormente, se espera la expresion de
miogenina, que a su vez activa la expresién de elementos contractiles como la miosina de
cadena pesada (Elashry et al., 2022). Esto coincide con nuestros resultados, que muestran

una fuerte correlacion estadistica entre miogenina y miosina.

Myomaker y myomixer son proteinas cruciales para la fusion de células musculares,
desempenando roles fundamentales en los procesos de hemifusién y en la formacion del poro
de fusion (Leikina et al., 2018). Consistente con nuestro modelo, se ha reportado previamente

que la expresién de myomaker esta regulada por myod y miogenina (W. Luo et al., 2015).

En cuanto a la expresion de mioferlina, otra proteina involucrada en la fusién de células
musculares, se observd que esta afectada por el uso del scaffold microestructurado. La
expresion de mioferlina aumentd con el tiempo en ambos tipos de scaffolds, liso y
microestructurado. Sin embargo, la tasa de aumento fue mas lenta en el scaffold
microestructurado, lo que podria sugerir una regulaciéon negativa inducida por la presencia de

los microcanales.

Es ampliamente reconocido que los scaffolds son esenciales para la industria de la carne
cultivada, ya que proporcionan una matriz necesaria para el cultivo de células dependientes
de anclaje, como las células musculares, permitiendo su proliferacion y diferenciacion (Post et
al., 2020). En este contexto, el modelo presentado en este estudio ayuda a comprender el

papel de los scaffolds microestructurados en la producciéon de carne cultivada.

Una caracteristica fundamental de los scaffolds en esta industria es su capacidad para permitir
una organizacion celular que imite la estructura del musculo, es decir, estructuras alineadas
(Kumar et al., 2023). La alineacién celular es crucial para la produccién de carne cultivada, y
nuestros hallazgos subrayan el papel de los genes miogénicos y de fusion en la organizacion
celular cuando se utilizan scaffolds microestructurados. Finalmente, aca proponemos un
modelo que explica la expresion de marcadores de fusidon y miogénicos, facilitando la
comprension de los procesos asociados con la produccién de carne cultivada mediante el uso

de estos scaffolds.
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Capitulo 6

Conclusiones

En esta tesis se desarrollaron dos scaffolds comestibles a partir de biomateriales no derivados
de mamiferos, disefiados para su uso en la produccion de carne cultivada. Los scaffolds se
fabricaron utilizando las técnicas de solvent casting y electrospinning, ambos con microcanales

paralelos, con el fin de facilitar la alineacion de las células musculares.

A partir de las observaciones de alineacién celular, se determiné que el scaffold fabricado con
la técnica de solvent casting cumplié con los resultados esperados, mostrando una morfologia
celular que imitaba la de las miofibras, con células alargadas y multinucleadas. Debido a estos
resultados prometedores, se seleccion6 este scaffold para evaluar su influencia en los
procesos de miogénesis y fusién celular, fundamentales para el desarrollo de carne cultivada.
Se realizaron evaluaciones de expresion génica de marcadores especificos y de transcriptoma
completo, obteniendo resultados que permitieron establecer una relacion entre la
microestructura del scaffold y la expresidn génica, asi como diversos procesos celulares

asociados.

El desarrollo de este scaffold microestructurado comestible, fabricado a partir de biopolimeros
marinos, representa un avance significativo en el campo de la producciéon de carne cultivada.
Este scaffold ha demostrado guiar de manera efectiva la alineacién de las células musculares
dentro de los microcanales, promoviendo la formacion de estructuras alargadas y

multinucleadas que imitan las miofibras y el tejido muscular in vivo.

Através de analisis de expresion genética utilizando la técnica de RT-gPCR, se han elucidado
las interacciones clave entre los marcadores de fusion (mioferlina, myomaker y myomixer) y
los marcadores miogénicos (myod, miogenina y miosina de cadena pesada), destacando el
papel crucial de la microestructura en la progresion de la miogénesis. Esta investigacion no
solo mejora nuestra comprensién de como las microestructuras influyen en la produccion de
carne cultivada, sino que también establece un modelo para guiar estrategias futuras en la
optimizacion de metodologias para el cultivo de células musculares. El scaffold desarrollado
ofrece una solucion de facil produccion, utilizando biomateriales comestibles y de manejo

sencillo, adecuado para su aplicacién en cultivos de células musculares.
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Ademas, los datos transcriptomicos obtenidos en este estudio destacan diversos perfiles de
expresion genética asociados con el uso de scaffolds microestructurados. En particular,
enfatizando la funcidon de genes relacionados con la organizacion de sarcomeros, la
contraccién muscular y el ensamblaje de miofibrillas. La regulacion negativa observada en los
genes responsables de la proliferacion celular sugiere que el scaffold puede influir en los

procesos de diferenciacion celular al inhibir la proliferacion.

Estos hallazgos resaltan la capacidad del scaffold para crear un entorno que favorezca la
diferenciacion de mioblastos. En esencia, este scaffold no solo tiene implicaciones practicas
para mejorar la eficiencia en la produccion de carne cultivada, sino que también establece un
precedente para futuros avances en tecnologias de biofabricacion, orientadas hacia una

produccién alimentaria mas sostenible.
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Capitulo 7

Recomendaciones: Trabajo futuro

Los scaffolds fabricados mediante la técnica de electrospinning con un colector estatico que
incorpora microcanales presentaron ciertas limitaciones. Aunque se logré la alineacion de las
nanofibras, estas se dispusieron principalmente de manera perpendicular a las crestas de los
microcanales. Esto resultd en una orientacion de las células también perpendicular a los
microcanales, lo cual no era el resultado deseado, ya que se esperaba que las células se
alinearan de forma paralela a los microcanales para favorecer la formacion de miofibras

maduras.

Dado las limitaciones con el sistema de electrospinning utilizando el colector estatico
microestructurado, se disefid un colector rotatorio para el sistema. Segun la literatura
consultada, un colector rotatorio operando a una frecuencia de 3000 revoluciones por minuto
(RPM) o superior, deberia permitir la alineacién adecuada de las nanofibras (Luo et al., 2018;
Wang et al., 2021). Se logro elaborar con éxito los nuevos scaffolds operando el colector
rotatorio a 1000 y 3000 RPM. Se realizaron imagenes con SEM (Fig. 27) y andlisis de
orientacion de nanofibras (Fig. 28), donde se observé que efectivamente se logré alineacion

de nanofibras en el scaffold fabricado a 3000 RPM, no asi al utilizarlo con 1000 RPM.

Posteriormente se evalud la morfologia de las células al crecer en los scaffolds (Fig. 29). Se
cultivaron las células a una densidad de 2x10* células por cm?, durante 72 horas y luego se
realiz6 tincién de fluorescencia con Sytox Green y Rodamina Faloidina, para su posterior
observacién con microscopia laser confocal de fluorescencia. Se observa que al crecer las
células en el scaffold de nanofibras alineadas presentan una clara alineacion paralelas entre
ellas (Fig. 29A), mientras que en los scaffolds sin alineacion de nanofibras, no se observa esta
alineacion, mas bien las células crecieron individualmente con la morfologia deseada, pero

colectivamente no se logro la alineacion (Fig. 29B).

Esta mejora en el sistema de electrospinning se realizé hacia el final del trabajo doctoral, por
lo que no se pudieron hacer mas experimentos para evaluar mas a fondo el efecto del
alineamiento de las nanofibras en la expresion de distintos genes. Por lo anterior, como trabajo
futuro para mejorar los resultados de este proyecto, se sugiere continuar con los scaffolds

fabricados con la técnica de electrospinning con alineacién de nanofibras, ya que se obtiene
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un material comestible, fabricado con biomateriales no derivados de mamiferos, de facil

produccion y con excelentes resultados de morfologia celular y alineacion.
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Figura 27: Imagenes de SEM de los scaffolds fabricados con la técnica de electrospinning utilizando

colector rotatorio a 1000 y 3000 RPM. Se muestran dos distintas magnificaciones para observar la

superficie obtenida (1000X) y el detalle de las nanofi
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Figura 28: Andlisis de orientacién de nanofibras en
RPM (A) y a 3000 RPM (B).
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Figura 29: Cultivo de células musculares sobre scaffolds electrohilados fabricados con colector
rotatorio. A: Células sobre scaffold alineado. A’: Imagen de campo claro de scaffold alineado con células.
B: Células sobre scaffold con nanofibras organizadas aleatoriamente. B’: Imagen de campo claro de

sobre scaffold con nanofibras organizadas aleatoriamente y con células.
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