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RESUMEN DEL PROYECTO

Palabras claves: queratinocitos, cultivo celular in-vitro, cultivo celular primario,
biologia celular, metodologia.

El presente trabajo de investigacion se enfocara en el establecimiento de una
metodologia para el cultivo in-vitro de queratinocitos de mamifero con el fin de
obtener un cultivo primario, que permita utilizarse a futuro en la investigacion
basica experimental y en aplicaciones clinicas, esta Ultima referenciada
principalmente a la ingenieria de tejidos, la cual constituye un éarea de
investigacion que cada dia va en ascenso.

Los queratinocitos son las células mayoritarias en la epidermis, capa superficial de
la piel; estas células junto con los melanocitos son las Unicas que se pueden
cultivar in vitro, ademas de esto, los queratinocitos hacen parte de los pocos tipos
de células que pueden diferenciarse y proliferar en diversos tipos de cultivo in
vitro, lo cual constituye una gran ventaja a la hora de proponer y establecer
nuevas metodologias de cultivo para este tipo especifico de células (Junqueira &
Carneiro, 2005)

Aunqgue los cultivos, lineas y bancos celulares son de gran utilidad a nivel cientifico
en cuanto a su utilizacién como alternativas validadas para evaluar la seguridad y
eficacia de determinadas sustancias, éstos no reemplazan los ensayos realizados
en biomodelos, dada la alta complejidad que se presenta en estos ultimos. No
obstante, son una herramienta relevante para efectuar ensayos a pequefia escala
cuyos resultados dan indicios sobre las caracteristicas de una sustancia
determinada.

Partiendo del tratamiento enzimético y/o mecénico al que se sometieron las
muestras de tejido epitelial obtenidas, se obtuvieron una serie de suspensiones
celulares. Aunque durante el proceso experimental se presentaron inconvenientes,
se logr6 implementar un protocolo de extraccion y cultivo de células
queratinociticas, a partir del cual se pudo evidenciar el crecimiento de pequefas
colonias de queratinocitos de mamifero identificadas morfolégicamente mediante
microscopia éptica.



ABSTRACT

Key words: keratinocyte, in vitro cell culture, primary cell culture, cell biology,
methodology.

This research will focus on the development of a methodology for in-vitro culture of
mammal keratinocytes in order to obtain a primary culture, which allows its use in
future experimental basic research and clinical applications, mainly referenced to
tissue engineering, which is an area of research that is increasing every day.

Keratinocytes are the principal cells on the epidermis, skins most superficial layer.
This cells with melanocytes are the only ones that can grow on in-vitro culture, in
addition to this, keratinocytes are one of the few types of cells that can proliferate
and differentiate into various types of in-vitro culture, which is a great advantage to
when proposing new methodologies and establish cultivation for this specific cell
type (Junqueira & Carneiro , 2005).

Although cell cultures, cell banks and cell lines are useful to the scientific level as
validated their use as alternatives to evaluate the safety and efficacy of certain
substances, these do not replace trials in biomodels, given the high complexity
involved in these last. Although this, they are a significant tool to implement small-
scale tests whose results can give evidence of the characteristics of a particular
substance.

Starting from the enzymatic and mechanical treatment that the epithelial tissue
samples obtained were subjected, a series of cell suspensions were obtained.
Although during the experimental process were presented disadvantages, was
achieved the implementation of a extraction and keratinocyte cell culture protocol,
from which was possible to demonstrate the growth of small mammalian
keratinocyte colonies morphologically identified by light microscopy.



1. INTRODUCCION

Desde la década de 1970-1980 se conocen los primeros estudios sobre el cultivo y
mantenimiento de células queratinociticas a partir del trabajo investigativo de
Rheinwald & Green sobre el cultivo de colonias de queratinocitos a partir de
células individuales. A partir del conocimiento obtenido a través de estos estudios
iniciales y con la disposicion de tecnologia que se tiene actualmente, se genera la
oportunidad de optimizar las diversas técnicas y metodologias para obtener
cultivos celulares de una forma més eficaz y certera.

Este trabajo se enfoca en la implementaciéon de un protocolo de extraccion y
cultivo de queratinocitos, partiendo del tratamiento mecéanico-enzimatico de una
muestra de tejido epidérmico de mamifero, y asi obtener el mayor nimero de
células vivas posibles para establecer un cultivo primario. A través de dicha
implementacion, fue posible evidenciar varios aspectos claves con respecto al
procesamiento de la muestra y al crecimiento de este tipo celular.

Se pretende que este trabajo sirva como punto de partida para optimizar el uso de
cultivos celulares como una metodologia de apoyo para la investigacion realizada
a nivel pre-clinico. Asi mismo y sin reducir la aplicabilidad de este trabajo a
ensayos in vitro, la utilizacion del concepto de cultivo de células epidérmicas en un
ambito clinico, resulta un punto de partida para el establecimiento de terapia con
analogos epidérmicos.

El problema de la investigacién se deriva de un aspecto fundamental en los
procesos investigativos en el area farmacéutica actual, y es la necesidad de tener
diferentes metodologias alternativas al uso de biomodelos animales, para realizar
una evaluacion certera y eficaz de la seguridad de una sustancia determinada.
Histéricamente, dichas evaluaciones se han realizado en organismos superiores
como lo son los biomodelos, derivando en un sinnimero de dilemas morales y
bioéticos, esto conlleva la blusqueda de mas métodos que sirvan de apoyo para
este tipo de ensayos, a fin de mejorarlos ética e investigativamente.

La metodologia utilizada en este trabajo engloba los procedimientos
fundamentales del cultivo celular (Marques, Teixeira & Estilita, 2008); consiste en
primera instancia en el tratamiento mecénico y enzimético de una muestra de
tejido epitelial vivo, con el fin de obtener células disgregadas capaces de cultivarse
en un medio de cultivo que les aporte los nutrientes y factores de crecimiento
necesarios para su desarrollo (Moraes, Zucatelli & Torres, 2008). A su vez, por las
caracteristicas de estas ceélulas, su cultivo se realiza sobre una matriz polimérica
qgue le permite a las células fijarse a un sustrato y formar colonias (Ebling & Eady,
1997)

Basandose en la morfologia de los diferentes tipos celulares que pueden
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encontrarse en este epitelio, se puede realizar una identificacion visual del tipo de
célula correspondiente a queratinocitos epiteliales, siendo esta una forma sencilla
y rapida de realizar la identificacion.

El establecimiento de cultivos primarios de estas células constituye por un lado, un
elemento clave en la investigacion preclinica, si se habla de sustancias con algun
tipo de accion farmacoldgica, y por otro en la investigacion basica como un punto
de partida para realizar diferentes ensayos, como los de citotoxicidad, entre otros
(EURL-ECVAM. S.f). Por tal razon, la importancia de este trabajo radica en
establecer e implementar un protocolo a partir del cual se garantice la obtencién
de un cultivo primario de queratinocitos, y que a su vez estas células se conviertan
en una herramienta para el desarrollo de diversas investigaciones.



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1. Planteamiento del problema de investigacion y justificacion:

En la actualidad, la necesidad de evaluar las caracteristicas biologicas y la
seguridad de diversas sustancias ya sean farmacos o ingredientes activos
utilizados en medicamentos y cosméticos, es primordial y obligatorio al momento
de su desarrollo y produccion, los cuales tradicionalmente se han llevado a cabo
en biomodelos animales.

Dicha necesidad de evaluar no sélo las caracteristicas biolégicas sino también la
seguridad y eficacia de diversas moléculas, ha supuesto uno de los principales
promotores para la implementacion de modelos in-vitro: cultivos primarios, lineas
celulares o epitelios reconstituidos; como una aproximacion biolégica a los
biomodelos animales, permitiendo reducir su escala y el nimero de animales a
emplear en estos ensayos, lo cual se considera mejor desde una Optica ética.

Los cultivos primarios y/o lineas celulares por ende serian un elemento clave en
dichos ensayos, razén por la cual es importante definir los métodos vy
requerimientos necesarios para obtener un protocolo definido de obtencion de los
mismos. Este proyecto se centra en el disefio de un protocolo de obtencién de un
cultivo primario celular de queratinocitos de mamifero, células mayoritarias en la
capa superficial de la piel.

La importancia del cultivo celular de queratinocitos radica en su utilizacion futura
para realizar ensayos in vitro de citotoxicidad, irritabilidad y sensibilidad dérmica,
ademas en caso de que pueda utilizarse en co-cultivo con otras lineas celulares
sobre matrices de tipo polimérico, se pueden obtener analogos epidérmicos con
aplicabilidad en el area médica.



2.2. Marco teérico y Estado del arte

2.2.1. Tejido como organizacioén celular

Las células que conforman un organismo pueden existir de forma unitaria, tal
como los eritrocitos o leucocitos, pero también pueden existir formando
asociaciones tridimensionales, denominadas tejidos; las células que conforman un
tejido tienen caracteristicas similares, las cuales les permiten cumplir con
funciones semejantes y a su vez complementarias. Morfolégicamente pueden
identificarse 4 tipos de tejido, denominados: epitelial, conectivo, muscular y
nervioso (Thews, Mutschler & Vaupel, 1983).

El 6érgano de mayor extension en el cuerpo humano es la piel, éste cumple con
diversas funciones tales como servir de barrera para proteger al organismo de
posibles dafios mecéanicos y agentes patdgenos que provengan del exterior.
También tiene una funcidn sensorial efectuada gracias a diversos tipos de células
relacionadas directamente con el sistema nervioso (Krause, 2005).

Como o6rgano, la piel se organiza en tres capas epiteliales diferenciadas, segun
sea su ubicacién se tienen: hipodermis, dermis y epidermis, siendo la capa mas
profunda la hipodermis. La ilustracién 1, permite la visualizacién de las diferentes
capas de la piel, y a su vez da un vistazo de la morfologia que tienen las células
en la capa mas superficial, es decir la epidermis.
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llustracion 1 Estructura de la piel (recurso en red).



La epidermis, capa superficial de la piel, es un epitelio estratificado queratinizado,
conformado en su gran mayoria por queratinocitos (Aasen, T. & Izpisia Belmonte,
J, 2010). Aungue los queratinocitos son el tipo celular predominante en este tejido,
también pueden encontrarse otros tipos de células como los melanocitos, células
de Langerhans y células de Merkel.

Los queratinocitos son células productoras de queratina, éstas se originan en la
capa basal de la epidermis pero también se encuentran presentes en las demas
capas que conforman este tejido: estrato espinoso, estrato granuloso y estrato
licido (Ver ilustracion 2). Estas células cumplen con varias funciones
fundamentales: en primer lugar se encuentra la produccion de queratina, la
conformacion de una barrera impermeable de proteccion para el organismo, y por
ultimo se han descrito funciones de tipo inmunoldgico (Thews, Mutschler & Vaupel,
1983).

Los queratinocitos que se encuentran en la capa basal son células proliferantes a
una tasa de division baja (Gragnani et al, 2003). Las células que componen esta
capa van sufriendo un proceso de diferenciacion desde el estrato basal al estrato
cérneo, capa en donde finalmente las células se denominan corneocitos, dado que
han perdido sus nudcleos y se conforman exclusivamente de queratina. Dicho
proceso de diferenciacion tiene una duracién de 3 a 4 semanas.
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Stratum
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Stratum
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llustracion 2 Estratificacion de la piel (recurso en red).
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En funcion del nivel de queratinizacion que los queratinocitos adquieran en cada
capa epidérmica, se va a dar la expresion de diversas citoqueratinas, filamentos
de queratina encontrados en el citoesqueleto de diversas células de tipo epitelial.
Se clasifican en acidas y basicas, y dependiendo del tipo de epitelio en estudio se
van a expresar determinadas citoqueratinas, las cuales van a permitir la
caracterizacion de los queratinocitos mediante ensayos de inmunohistoquimica.
(Ross & Pawlina, 2013)

El cultivo de queratinocitos ha sido utilizado en los ultimos afios en el tratamiento
de diversas afecciones en la piel causadas por quemaduras, ulceraciones o
enfermedades que afecten la continuidad de la piel (Takagi, R. et al, 2011). Por
esto, el conocimiento de su proceso de diferenciacion es un punto critico para el
establecimiento de un cultivo in vitro de este tipo celular. Es asi que el uso de
cultivos de gqueratinocitos sobre matrices extracelulares de tipo polimérico como
anélogos epidérmicos para el tratamiento de diversas afecciones constituye uno
de los motores para la investigacion en la ingenieria de tejidos.

2.2.2. Cultivo in vitro celular

El cultivo in vitro se considera una de las principales herramientas que se tiene
hoy en dia para la evaluacion y el estudio de diversos fendbmenos que se dan al
interior de los organismos. Este consiste en una serie de técnicas y
procedimientos experimentales en los cuales se aislan y mantienen diversos tipos
celulares, tanto vegetales como animales.

El crecimiento de células en el laboratorio implica el control de todas o la gran
mayoria de variables que pueden influir en el crecimiento y proliferaciéon de un
determinado tipo celular; una de las caracteristicas esenciales del cultivo in vitro
es el manejo de asepsia en cuanto a los materiales que estén en contacto con las
células en estudio.

Dentro del marco del cultivo in vitro de células animales, se encuentran diversos
tipos de cultivos a partir de los cuales se pueden obtener las células en estudio.
Por un lado se tiene el cultivo primario, en el cual las células se obtienen a partir
de explantes provenientes de 6rganos o tejidos; por otro lado, el cultivo de células
secundarias o subcultivadas, consiste en aquellas células que se obtienen a partir
de un cultivo de células primarias. El objetivo de realizar un subcultivo a partir de
un cultivo primario es el de brindarle espacio a las células estudiadas para que se
dé su crecimiento y proliferacion de forma continua, puesto que una alta densidad
celular en el cultivo puede inducir el mecanismo de muerte celular por apoptosis.
(Marques, Teixeira & Estilita, 2008).

Tras realizar procesos de transformacion a las células pertenecientes al cultivo
8



primario, se obtienen células morfolégicamente diferentes a las del tejido u
6rganos de origen, a este tipo de cultivo celular se le denomina linea celular. Estas
pueden dividirse en dos tipos claramente diferenciados, por un lado las de
proliferacion de tipo finito, cuando el numero de generaciones producto de la
proliferacion llega hasta cierto limite y luego decae; o de tipo continuo, cuando la
proliferacion de las células se da de forma continua con la posibilidad de
establecer a partir de éstas bancos celulares. (Marques, Teixeira & Estilita, 2008).

Cabe resaltar que dadas las caracteristicas tanto morfolégicas como fisiol6gicas
de los queratinocitos, este tipo celular puede obtenerse bajo cualquier tipo de
cultivo in vitro animal de los que han sido descritos en la literatura cientifica, razén
por la cual diversos grupos de investigacion han incursionado en el aislamiento,
crecimiento y cultivo de queratinocitos para obtener bancos celulares o analogos
epidérmicos obtenidos sobre matrices poliméricas.

Uno de los factores controlados en el cultivo in-vitro de células animales son los
componentes que constituyen el medio sobre el cual se va a dar el crecimiento y
proliferacion de los tipos celulares en estudio.

Dado que se debe proveer a las células en crecimiento todos los requerimientos
nutricionales para poder llevar a cabo procesos metabdlicos y de division celular
principalmente, el medio de cultivo utilizado debera contener ciertos componentes
bésicos. Es importante mencionar que dichos componentes principales son
similares para cualquier tipo de célula que quiera cultivarse de forma in vitro, la
diferencia esencial la va a ejercer el tipo de factor de crecimiento que se incorpore
en el cultivo (Moraes, Zucatelli & Torres, 2008).

En primer lugar se debe contar con una fuente de aminoacidos, componente clave
para la sintesis proteica y de nucleétidos. Los productos de estas reacciones de
biosintesis revisten gran importancia en el proceso de division celular, mas
especificamente en la interfase, etapa del ciclo celular en donde la célula sintetiza
todos los materiales necesarios que requiere para dividirse y crecer, como lo son
las proteinas, lipidos y otras moléculas de importancia bioldgica (Solomon, Berg, &
Martin, 2013). Ademas deben incluirse sales inorganicas, azlcares como fuente
de carbono, vitaminas, lipidos, acidos organicos, hormonas, entre otros (Moraes,
Zucatelli & Torres, 2008). El objetivo de emplear un medio con una composicion
compleja viene dado por los requerimientos especificos de las células y asi lograr
simular con una alta correspondencia, las condiciones en las que se encuentran
las células al interior de un organismo.

Como se mencion0 anteriormente, los componentes del medio van a tender a ser

similares entre los diferentes tipos de células, a diferencia de los factores de

crecimiento que deban adicionarse al medio. Los factores de crecimiento son

péptidos de bajo peso molecular que como su nombre lo indica, van a regular los

procesos de crecimiento y proliferacién celular haciendo especial énfasis en las
9



caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas de las células cultivadas (Moraes,
Zucatelli & Torres, 2008).

Existen diversos tipos de factores de crecimiento tales como el FGF de sus siglas
en inglés (factor de crecimiento de fibroblastos), EGF (factor de crecimiento
epidérmico), NGF (factor de crecimiento nervioso), TGF (factor de crecimiento de
transformacion), IGF-1 e IGF-2 (factores homodlogos de insulina 1 y 2) (Moraes,
Zucatelli & Torres, 2008). Dado que las células a emplear especificamente
corresponden al tejido epitelial, el factor de crecimiento de relevancia va a ser el
EGF, ya que causa una inhibicion en el proceso de diferenciacion celular e
incrementa el tiempo de vida de queratinocitos cultivados in-vitro, (Ponec,
Weerheim, Kempenaar, & Boonstra, 1988) aspecto que deberd ser tomado en
cuenta al momento del disefio de la metodologia de cultivo in vitro a emplearse. Es
importante resaltar que aunque el EGF es el factor de crecimiento mas
importante, también se han descrito diversos ensayos en los cuales se incluyen
factores como IGF-1 e IGF-2 (Sun HY, Zhou GM, Wang Q, Lin XC & Xu B, 2013).

Factores abidticos como el pH del medio, la cantidad de luz incidente, el
porcentaje de humedad, la cantidad de oxigeno y diéxido de carbono, entre otros,
juegan un papel secundario en el crecimiento y mantenimiento de cultivos
celulares en el laboratorio, razon por la cual, a pesar de que son variables que al
momento de establecer los pardmetros de medicion deben definirse estrictamente,
factores como la composicion del medio van a tomar una mayor relevancia al
momento de analizar el comportamiento dado por un tipo celular especifico.

Una vez establecidos todos los factores que tienen influencia sobre el crecimiento
y proliferacion celular, se puede llevar a cabo el proceso como tal de cultivo in vitro
del tipo celular requerido; se debe prever que cada tipo celular tiene tasas de
crecimiento diferentes, por lo cual la estimacion de un tiempo promedio de
crecimiento puede llegar a ser errénea.

La obtencién de cultivos, lineas o bancos celulares tiene diversas aplicaciones en
el area cientifica. Tras diversos avances tecnoldgicos, se han logrado obtener
diversas lineas celulares que son utilizadas actualmente para la produccion de
proteinas recombinantes, uno de estos ejemplos lo constituye la produccion de
eritropoyetina humana recombinante a partir de la linea celular CHO (Chinesse
Hamster Ovary) (Marques, Teixeira & Estilita, 2008).

Actualmente uno de los mayores aplicativos para las lineas y bancos celulares, se
centra en el test de sustancias farmacologicas de un grado alto de toxicidad, tal
como los medicamentos inmunosupresores. Se pueden emplear para el ensayo de
citotoxicidad mediante ensayo colorimétrico de reduccion de MTT (Bromuro de
3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazdlico), captacion del rojo neutro o
enlazamiento al azul de kenacid. (Marques, Teixeira & Estilita, 2008)
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Mediante ensayos in vitro, las lineas celulares de tipo epidérmico también pueden
emplearse para ensayos de irritabilidad y sensibilizacién dérmica, disminuyendo
bajo ciertos parametros, la escala del biomodelo animal a emplear.

2.2.3. Revision histérica sobre el cultivo in vitro de queratinocitos

En las décadas que comprenden el periodo de 1960 y 1990 se realizaron los
primeros estudios cientificos sobre el aislamiento y crecimiento de células
queratinociticas a nivel de cultivo in vitro.

En la década de 1960 se presentan una variedad considerables de estudios sobre
el crecimiento in vitro de células epiteliales. Por un lado, en 1964 y 1967 se citan
los estudios realizados sobre el crecimiento de este tipo celular por explante a
partir de un érgano o tejido, pero no es sino hasta inicios de la década de 1970
cuando se describen los ensayos en el cultivo in vitro en forma de monocapa a
partir de queratinocitos disgregados (Rheinwald & Green, 1975).

A partir de los estudios realizados durante el periodo comprendido entre 1960 y
1970, se identificaron las diferentes limitaciones y observaciones sobre el
crecimiento in vitro de queratinocitos, en donde se concluyd sobre el papel vital
gue tienen las condiciones de cultivo en el mantenimiento del mismo, asi como la
relacion existente entre los fibroblastos y los queratinocitos, siendo obligatoria la
presencia del estos para un correcto desarrollo de los queratinocitos (Rheinwald &
Green, 1975).

Los estudios sobre crecimiento de células queratinociticas descritos hasta la
década de 1970 implicaban como fuente de muestra, piel de distintas areas del
cuerpo. En los inicios de la década de 1980, dos estudios relevantes sobre cultivo
in vitro de queratinocitos aparecieron: en 1981 el estudio realizado por Weterings
et al, evidencio la posibilidad de generar un cultivo de queratinocitos por explante
provenientes del foliculo piloso humano, y dando continuidad y complementaridad
al mismo, el estudio de Wells logré establecer una técnica para el establecimiento
de cultivos in vitro de células epiteliales disgregadas a partir del foliculo piloso
humano (Weterings et al, 1981; Wells, 1982).

Estudios posteriores a los de Weterings et al y Wells condujeron a la busqueda de
la optimizacion de las técnicas descritas en sus respectivos estudios, tal como
evidencia el articulo publicado sobre el estudio de Limat & Noser titulado: “Serial
cultivation of single keratinocytes from the outer root sheath of human scalp hair
follicle”, en donde se describe la metodologia involucrada en la disgregacion
enzimatica, subcultivo y criopreservacion de queratinocitos de una muestra de
foliculo piloso humano proveniente del cuero cabelludo (Limat & Noser, 1986).
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Para el periodo entre finales de 1980 y la década de 1990, los estudios cientificos
conociendo las diversas metodologias de cultivo de queratinocitos, se centraron
en el estudio sobre su funcion al interior de la piel. El estudio llevado a cabo por
Eckert & Rorke, brinda informacion sobre aspectos moleculares involucrados en la
expresion de queratina e involucrina, dos proteinas claves durante el desarrollo
epidérmico (Eckert & Rorke, 1989).

Los estudios realizados en la década de 1960 determinaron que existia una
relacion intrinseca entre los queratinocitos y fibroblastos, siendo estos ultimos casi
necesarios al momento de establecer un cultivo de queratinocitos. Para el afo
1999 se retoma la investigacibn encaminada al establecimiento de metodologias
de cultivo in vitro de queratinocitos, centrada en la necesidad de establecer el
cultivo sin la presencia de fibroblastos. Prignano et al en el afio 1999 publica un
estudio en donde realiza el cultivo de queratinocitos sin una capa celular
compuesta de fibroblastos, a partir del cual se evidencia una pérdida progresiva de
la diferenciacion de los queratinocitos, conllevando asi a establecer como
necesidad la inclusion de factores de crecimiento, hormonas y sustratos de
adhesion, entre otros para asi evitar la pérdida de diferenciacion celular (Prignano
et al, 1999).

En la actualidad, los estudios sobre cultivo in vitro de queratinocitos se han
enfocado en el desarrollo del cultivo sobre una amplia variedad de matrices
poliméricas tanto sintéticas, como naturales. En los estudios realizados desde el
aflo 2000 hasta hoy dia, se han logrado cultivar queratinocitos sobre mallas
poliméricas compuestas de colageno, fibrina, laminina, entre otros (Arvelo, 2007).

En Colombia en el afio 2008, se publicé un estudio enfocado al cultivo in vitro de
tejidos en el cual se describe la metodologia empleada para el cultivo de
gueratinocitos sobre submucosa intestinal porcina, el cual no solo involucra el
campo de investigacion basica sobre modelos in vitro, sino también muestra la
aplicabilidad de esta area en la ingenieria de tejidos, ampliando el alcance que
pueden llegar a tener este tipo de técnicas experimentales (Amortegui & Ramirez,
2008).

2.2.4. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos constituye una disciplina en constante desarrollo dada su
relevancia en el campo meédico y biolégico (Marques, Teixeira & Estilita, 2008).
Uno de los grandes promotores ha constituido el desarrollo de tejidos artificiales
como medida terapéutica en una gran variedad de lesiones.

El concepto de la ingenieria de tejidos involucra mas que una téchica o un
procedimiento, engloba los procesos de creacion de tejidos en el laboratorio, pero
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también su reparacion y regeneracion pudiendo ser esta in vitro y/o in situ. Cual
fuese el caso, esta &rea del conocimiento aplicado tiene como objetivo fortalecer la
medicina regenerativa por cuanto se puedan tener alternativas en casos clinicos
de fallas de 6rganos vy tejidos.

Las lesiones en la epidermis causadas por enfermedades o por quemaduras
constituyen una amenaza al organismo en cuanto éste se encuentra expuesto a
los contaminantes del exterior. El reconocer que dichas heridas necesitarian de
una barrera frente al exterior dio lugar a la necesidad de disefiar injertos artificiales
qgue redujeran la exposicion al exterior para un proceso de curacion mucho mas
efectivo.

No todos los injertos son iguales asi sean del mismo tejido u érgano. En la
literatura pueden distinguirse dos tipos de injertos: los autoinjertos, que como su
misma etiologia lo indica, son injertos que provienen de la misma persona, es
decir, un tejido de una parte de su cuerpo es transplantado a otra parte de su
cuerpo; y los aloinjertos, en donde el injerto proviene de otra persona (Horch,
Kopp, Kneser, Beier & Bach, 2005)

La introduccién de los injertos de piel se dio alrededor del afio 1871, trasplantando
piel sana de una persona a otra; los avances cientificos han permitido el desarrollo
de matrices poliméricas que en conjunto con lineas celulares especificas, permitan
obtener analogos de tejido. (Horch, Kopp, Kneser, Beier & Bach, 2005)

La utilizacion de células para la ingenieria de tejidos requiere no so6lo obtener las
células especificas del tejido a reconstruir, sino también los soportes que simulen
la matriz extracelular a modo que tengan un andamio sobre el cual sustentarse
(Buttery & Shakesheff, 2008). Las diversas matrices tienen un papel relevante
tanto en la adecuacion final del injerto con el tejido, como en el crecimiento celular
gue se da bajo condiciones de laboratorio.

La ingenieria de tejidos aplicada especificamente a la piel ofrece una alternativa
terapéutica a aquellas personas que tienen lesiones extendidas en este tejido,
como en el caso de las quemaduras. El objetivo de la medicina regenerativa de la
mano con la ingenieria de tejidos, es proveer epitelios reconstituidos que sirvan
como barrera entre el entorno y el organismo, a fin de disminuir al maximo la
probabilidad de infecciones y agresiones por parte de otros factores quimicos,
bioldgicos y/o fisicos.

Los estudios llevados a cabo por Rheinwald & Green sobre cultivo in vitro de
queratinocitos, establecen una pauta en las metodologias experimentales para la
obtencion de laminas epiteliales sobre distintos tipos de matrices poliméricas. Esta
alternativa puede emplearse en la terapia para el tratamiento de afecciones que se
presenten en la piel (Rheinwald & Green, 1975).
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En Colombia esta disciplina no se ha quedado relegada, y diversos grupos de
investigacibn han estandarizado diversos protocolos para elaborar matrices
poliméricas en conjunto con cultivos celulares, que sirvan como injertos artificiales
en el tratamiento de lesiones en la piel, tal es el caso de las diversas
investigaciones que se llevan a cabo en la Universidad Nacional de Colombia sede
Bogotd, en donde se describen los métodos empleados para obtener la matriz
polimérica y en investigaciones posteriores, los métodos empleados para obtener
como tal los analogos epidérmicos (Perez, Doncel, Roa & Fontanilla, 2001).

2.2.5. Ensayos in vitro

Con el avance de la ciencia en el descubrimiento de nuevas moléculas y
productos para el ser humano, los ensayos in vitro son considerados una
herramienta para poder verificar la viabilidad y seguridad de dichos compuestos.
Actualmente, la normatividad con respecto a los ensayos en animales se esta
volviendo cada vez mas estricta, hasta el punto en el que en ciertas partes del
mundo la experimentacibn para testear productos en animales esta
completamente prohibida.

Es importante resaltar que aunque los ensayos in vitro presuponen una alternativa
a los ensayos in vivo, estos primeros no pueden reemplazar a los ensayos in vivo
dado la complejidad fisiolégica que implica el estudiar un organismo completo.
Sabiendo esto, se pueden tomar entonces los ensayos in vitro como
aproximaciones que pueden validarse para la evaluacion de la toxicidad y eficacia
de diversos compuestos.

Los ensayos in vitro contemplan tanto aquellas pruebas que se pueden realizar
con cultivos primarios celulares, como aquellas que incluyen 6rganos y epitelios
reconstituidos. Entidades como la EURL — ECVAM (por sus siglas en inglés:
European Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing - the
European Centre for the Validation of Alternative Methods) se encargan de la
validacion de todos los métodos que pueden reducir, optimizar o reemplazar el uso
de animales para verificar la seguridad y eficacia de diversos compuestos
guimicos, biolégicos y vacunas.
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2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo General

Estandarizar un protocolo para obtener laminas de queratinocitos sobre mallas
poliméricas de colageno a fin de establecer un banco celular para el desarrollo de
actividades en ciencias basicas.

2.3.2. Objetivos Especificos

- Analizar y determinar las condiciones Optimas de crecimiento celular a partir
de la revision bibliogréfica, que permitan establecer un crecimiento estable
de queratinocitos para ser cultivados sobre matrices de colageno.

- Implementar un plan para la obtencion de una fuente de muestras de tejido
mamifero viable, a través de una entidad privada o donacién, con el fin de
establecer los cultivos celulares.

- Estimar la viabilidad del cultivo celular establecido como un indicador del
mantenimiento del cultivo in vitro.

2.4. Metodologia utilizada

1- Toma de muestra:
Ensayo con humano:

A fin de obtener una fuente de muestra de tejido, el primer paso es la redaccion de
un consentimiento informado, documento que avala la toma de muestra de tejido y
su posterior uso. En dicho documento se consignaron todos los aspectos de la
investigacién concernientes al objetivo de la investigacién, los riesgos a los cuales
se veria expuesto el voluntario y los cuidados que deberia tener tras realizar el
procedimiento.

Se tomo para el estudio una Unica muestra de tejido, la cual fue donada por una
persona voluntaria perteneciente a la Universidad Icesi. En conjunto con el
personal médico capacitado para la toma de muestra de tejido, se le informé al
voluntario el motivo de la investigacion y el procedimiento en el cual se veria
implicado, para finalmente realizar la firma del consentimiento informado (Ver
anexo 2).
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Una vez ubicados el médico patélogo y el voluntario en el area de cultivo celular,
se trasladaron todos los materiales necesarios para realizar la extraccion del
tejido. EI médico patélogo se encargd de desinfectar el area lumbar con solucion
de yodopovidona comercial y procedié a aplicar un anestésico local (lidocaina
5mL), una vez se comprobo6 que la persona no sintiera dolor en el area donde se
aplicé el anestésico, se procedio a realizar la extraccion del tejido proveniente de
la piel localizada en la parte lumbar de la espalda, utilizando un punch para biopsia
de 3,0 mm de didmetro, obteniendo una muestra de tejido con un didmetro
aproximado de 3,0 mm y un area de 0,071 cm?.

Una vez retirada la muestra de tejido, el médico suturé la herida generada y le
indico al voluntario los cuidados que debe tener, en especial no tocarse la herida
generada. La muestra de tejido extraido se llevo inmediatamente a un tubo Falcon
estéril de 15 mL que contenga 10 mL de alcohol etilico al 70% para desinfectar la
muestra y retirar los rastros de la solucién de yodopovidona que ésta pueda
contener por un periodo de 4 segundos. Luego se dispuso en el menor tiempo
posible en un tubo Falcon estéril con 15 mL de DMEM suplementado con
antibioticos en una mezcla penicilina/estreptomicina al 1%.

Es importante resaltar que aunque no es un proceso altamente invasivo, la
disponibilidad de personas que quieran ser voluntarias en este tipo de
investigacién es muy baja, debido a que a pesar del tamafio reducido, se le realiza
una herida la cual requiere un cuidado especial y que puede estar sujeta al
desarrollo de una infeccion en un caso remoto. Dicho esto y pensando en
investigaciones futuras, es preciso encontrar una fuente de donacion del tejido que
implique realizar un convenio con una clinica estética entre otros, a través de la
cual el proceso sea mas facil y rapido.

Sin embargo, la muestra de tejido extraida poseia dos caracteristicas que
condujeron a una variacion en la implementacion del protocolo. En primer lugar la
muestra a manipular era demasiado pequefia para ser tratada mecénica y
enzimaticamente, razon por la cual se optd por realizar el cultivo por explante
utilizando el medio especifico para queratinocitos. En segundo lugar, visualmente
la muestra de tejido obtenida se componia en gran mayoria de tejido adiposo,
razon por la cual la proporcion de adipocitos con respecto a los queratinocitos iba
a ser mayor, ocasionando que el nimero de células a sembrar no fuese el
suficiente.

Ensayo con biomodelo animal:

Para implementar un protocolo de obtencién de queratinocitos, es necesario
realizar ensayos que permitan comprobar que la metodologia empleada arroja
resultados concluyentes con el objetivo principal de la investigacion.

Dadas las similitudes existentes en los procesos bioldgicos entre ciertos
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biomodelos animales y humanos, a través del proyecto de investigacion
previamente aprobado por el comité de ética (Anexo 3) titulado “Evaluacion
protedmica y funcional de los fendmenos de glicosilacion tipo O-gIlcNAc y sus
implicaciones terapéuticas en un modelo experimental de precondicionamiento,
isquemia y reperfusion cerebral” se hizo posible la utilizacién de tejido epidérmico
sobrante de los biomodelos empleados para dicha investigacion.

La rata Wistar empleada en el estudio proviene del bioterio de la universidad Icesi
ubicado contiguo al campus. La manipulacién del biomodelo entendida como
traslado desde el bioterio a la sala de microcirugia de la universidad, anestesia y
procedimiento quirdrgico, fue llevada a cabo por un médico cirujano y un ingeniero
en proceso de formacion doctoral en el area de biologia.

La toma de muestra se realizd6 en la sala de microcirugia de la Facultad de
Ciencias Naturales de la universidad Icesi, en donde el médico cirujano realizé una
evaluacion fisica al animal y lo dispuso en una cdmara transparente donde se
administra isofluorano en forma de gas inhalatorio empleado como anestésico
general, una vez se verifica que éste se encuentre adormilado se procedid a
acostar el animal sobre una superficie asegurando sus extremidades y dejando la
cara anterior del cuerpo expuesta (segun protocolo aprobado por comité de ética
animal, ver anexo 3). Seguidamente se aplicé isofluorano a través de una careta
disefiada para dicho procedimiento para anestesiar al animal sin matarlo y
continuar con el procedimiento quirdrgico.

El 4rea abdominal de la rata se depila con una rasuradora convencional, y tras
retirar la mayor cantidad de pelaje posible, se prosigue a eliminar la cantidad
restante con ayuda de un bisturi. Seguidamente el médico cirujano se dispone a
extraer el tejido con unas dimensiones aproximadas de 0,5 x 2,0 cm, obteniendo al
final del procedimiento 7 muestras que son desinfectadas mediante inmersion en
etanol al 70% durante 4 segundos y dispuestas en medio de cultivo DMEM no
suplementado para luego ser trasladadas al laboratorio de cultivo celular para su
posterior tratamiento.
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La investigacion entendida como todo el
aislamiento y almacenamiento de las células, se llevé a cabo en el laboratorio de

cultivo celular ubicado en el quinto piso del area de investigacion de la facultad de
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llustracion 3 Esquema de cortes en rata Wistar.

ciencias naturales de la Universidad Icesi.

Es importante resaltar que los pasos siguientes en la parte metodologica aplican
para muestras provenientes de tejido de mamifero, por lo cual no se realiza

distincion especifica a un grupo especial, humano o animal.

2- Alistamiento del area de trabajo.

Se debe entrar al cuarto de cultivo siguiendo las normas preestablecidas en
cuanto al uso de una bata y zapatos exclusivos para esta area, para reducir al
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maximo la contaminaciéon de la muestra a tratar. Se sigue el protocolo de limpieza
ya establecido para el trabajo al interior del cuarto de cultivo celular.

La cabina de flujo laminar e implementos como micropipetas y recipientes de
desecho se sanitizan utilizando alcohol etilico al 70%. Una vez se realiz6 dicho
proceso, se configurd la cabina para dar inicio a la exposicion a la radiacion UV
durante un periodo de 15 minutos, tal como se describe en los protocolos
establecidos.Transcurrido este tiempo, se procedid a encender el sistema de
ventilacion del equipo y empezar a trabajar en el equipo transcurridos 10 minutos,
una vez encendida la ventilacion de la cabina.

Durante los 10 minutos en donde se inicia la ventilacién de la cabina, se procedio
a ingresar sanitizando previamente los tubos contenedores con alcohol etilico al
70%, los medios de cultivo especificos y las soluciones enzimaticas de colagenasa
IA y tripsina, asi como los demas implementos previamente esterilizados utilizando
el autoclave de la Universidad, como lo son las pinzas, bisturi y tubos Falcon de
15y 50 mL estériles.

3- Disgregacién mecanicay enzimética

Una vez se dispuso del tejido en la cabina de flujo laminar, se descartd el medio
de cultivo y se dispuso en la tapa de una caja de Petri de 50 - 100mm
(dependiendo de la dimensién de la muestra), en donde el tejido se lavd con
medio de cultivo especifico para queratinocitos (Gibco®, Grand Island, NY, USA)
suplementado con HGKS (Human Growth Keratinocytes Suplemment - Gibco®,
Grand Island, NY, USA) al 1% y una mezcla de antibiéticos compuestos de
penicilina/estreptomicina al 1%.

La muestra de tejido se aplané y con ayuda de pinzas y bisturi estériles, se
retiraron contaminantes macroscopicos y tejido adiposo presente. Es importante
gue mientras se realiza esta operacion, el tejido sea lavado constantemente con el
medio descrito anteriormente para evitar que se seque y mantener la mayoria de
la poblacion celular viva.

El fragmento de tejido obtenido se secciondé a fin de favorecer la reaccion
enzimatica teniendo una mayor area de tejido expuesta para favorecer la
disgregaciéon de la misma, por ende utilizando un bisturi estéril se realizaron cortes
con unas dimensiones aproximadas de 0,5 x 1,0 cm a partir de los fragmentos de
tejido obtenidos inicialmente, durante dicha operacion se lavaron con el medio de
cultivo especifico para queratinocitos.

Los fragmentos de tejido se pasaron a tubos Falcon estériles de 15mL, que
contienen 4 mL de una mezcla de Colagenasa al 0,2% preparada previamente y
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Tripsina al 0,25% en partes iguales (2mL cada una), y se dejaron incubando a una
temperatura de 37°C por 30 minutos, periodo de tiempo en el cual se debi6 agitar
el tubo manualmente cada 5 minutos (llustraciéon 3). Finalizado el tiempo de
incubacion, se agité el contenido del tubo suavemente con ayuda de una
micropipeta y se traspaso a otro tubo Falcon estéril la suspension celular en donde
se adiciond la solucién de inactivacion en igual volumen (medio de cultivo DMEM
suplementado al 5% con Suero fetal bovino).

Debe tenerse en cuenta que el proceso de disgregacion enzimatica es extenso y
se debe preparar suficiente cantidad de las soluciones enziméticas, esta cantidad
estara determinada por la cantidad de tejido a tratar dado que a medida que la
cantidad de tejido incrementa, se necesitara de una mayor cantidad de ambas
enzimas para poder disgregar todo el tejido.

llustracion 4 Incubacidn para la disgregacién enzimética de la muestra (fuente propia).

Los fragmentos de tejido que no se disgregaron completamente se sometieron a
una nueva disgregacion enzimatica, para lo cual se adicion6 de 4-5 mL de la
mezcla de las enzimas preparadas previamente. Se dej6é incubar el tubo a una
temperatura de 37°C por 30 minutos, y se repitid el mismo procedimiento descrito
para la suspension celular del tubo anterior hasta disgregar completamente el
tejido.

Dado que el proceso de disgregacion es lento y puede no completarse en un soélo

dia, los remanentes de tejido se almacenaron con medio de cultivo DMEM

suplementado con penicilina/estreptomicina al 1% y se dejan incubando a 37°C,
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90% humedad relativa y 5% de CO..

Finalmente, se centrifugaron las suspensiones obtenidas por 10 minutos a
1200RPM. EI pelllet obtenido se resuspendié en 1-2mL de medio de cultivo
especifico para queratinocitos suplementado con HGKS al 1% vy
penicilina/estreptomicina al 1%.

4- Determinaciéon de viabilidad celular

En este segmento se verifica y evalua el crecimiento celular tras realizar el
proceso de disgregacion, el cual va a permitir estimar el numero de células
disponibles para realizar el proceso de cultivo celular. En esta parte se utilizé un
colorante vital que permitié identificar células vivas/células muertas, tras su
observacion bajo el microscopio 6ptico invertido. Este procedimiento se llevé a
cabo mediante la utilizacion de camaras de conteo celular, en donde se determina
con esto la cantidad de células disponibles para realizar el cultivo.

Inicialmente se tomé una alicuota de 90uL del colorante azul de tripano al 0.4%
(Lonza®, Walkersville, MD, USA) para disponerla en la superficie de un
portaobjetos de vidrio. Posteriormente, se tomé una alicuota de 10 pL de la
suspension celular previamente obtenida tras la resuspension del pellet, y se
dispuso en el mismo portaobjetos de vidrio. Se homogenizé la mezcla de la
suspension celular y el colorante a fin de garantizar la fiabilidad de la dispersion
del colorante entre las células presentes.

Se tomaron 10 pL de la mezcla anterior y se dispusieron sobre la Camara de
Neubauer, para observarla bajo el microscopio 6ptico invertido y calcular el
namero de células vivas, y el porcentaje de viabilidad teniendo en cuenta las
respectivas diluciones y factores de conversion, de acuerdo al protocolo de conteo
de células implementado en el laboratorio.
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5- Preparacion de matriz de revestimiento y cultivo celular

Para permitir el cultivo de queratinocitos sobre mallas poliméricas, se utilizo el
reactivo Matrigel® como sustancia de revestimiento, el cual constituye un extracto
soluble de membrana basal de tumor de ratén (Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)).
Este se compone de diversos polimeros como colageno, laminina, entactina, entre
otros (BD Biosciences).

Dadas las condiciones de almacenamiento del Matrigel®, es necesario que todo el
material que va a entrar en contacto con este reactivo se encuentre pre-
acondicionado a baja temperatura (-4°C), como lo son las pipetas estériles, puntas
de micropipetas y tubos Falcon estériles.

Se alicuotaron 300uL de un vial de Matrigel® (BD Biosciences®, Billerica, MA,
USA) en un tubo tubo Falcon estéril de 50 mL y a dicho tubo se adicionaron 25 mL
de medio de cultivo DMEM (Lonza® Group Ltd, Brandenburg, KY, USA) frio, esta
mezcla constituy6 la solucion para recubrir los platos de cultivo a utilizar.

Posteriormente se dispuso de los platos de cultivo a recubrir sobre una bandeja
con hielo y se adiciond la solucion de revestimiento a cada frasco cubriendo
totalmente la superficie y evitando la formacion de burbujas. La cantidad a
adicionar dependera del area efectiva de cultivo, teniendo esto en cuenta para las
cajas de Petri de 100mm, se emplearon 8 mL de solucion de recubrimiento.

Tras aplicar la solucion de recubrimiento, los platos de cultivo se dejaron
incubando a temperatura ambiente fluctuando entre 15 y 25°C aproximadamente 1
hora, después de la cual se succiond con una pipeta estéril la solucion de
revestimiento sobrante, teniendo especial cuidado de no remover la pelicula
polimérica ya formada. Una vez se retirg la solucion de revestimiento se procedid
a sembrar las células a una densidad de siembra de 20.000 células/cm? para
posteriormente adicionar el medio de cultivo especifico para queratinocitos
suplementado.

llustracion 6 Recubrimientos de platos de cultivo con matriz polimérica (fuente propia).
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Este paso no necesariamente debe realizarse tras el conteo celular, razon por la
cual puede realizarse antes de iniciar el procedimiento global, teniendo en cuenta
tras el periodo de incubacion, el no remover el liquido de recubrimiento si no se
van a usar los platos inmediatamente. Pueden almacenarse los platos recubiertos
maximo por una semana a 4°C sellados con parafilm, para evitar la
deshidratacion.

Tras realizar el cultivo celular se sellaron parcialmente las cajas de Petri con
Parafilm y se almacenaron en la incubadora a 37°C £+ 2°C con 90% de Humedad
Relativa y 5% de CO,. El cambio de medio de cultivo se debié realizar
transcurridas 48 horas, aunque el protocolo implementado sugiere un rango de 48
a 72h.

Una vez el cultivo esté confluente a un 50% aproximadamente, cambiar el medio
de cultivo diariamente. Al llegar al 80% de confluencia realizar el subcultivo o
criopreservar, segun protocolos implementados previamente en el laboratorio.
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Matriz de marco logico

Estandarizar un protocolo para obtener laminas de queratinocitos sobre

Objetivo o . .
mallas poliméricas de colageno a fin de establecer un banco celular
general . e P
para el desarrollo de actividades en ciencias basicas.
Objet,n_/o Actividad Indicador Supuesto
especifico
Cultivar las Bases de datos de libros y
células revistas cientificas.
previamente
obtenidas en el Incubadora, cabina de
Analizar y medio de cultivo bioseguridad tipo 2, platos y
determinar las especifico de frascos para cultivo de tejido,
condiciones queratinocitos cajas de Petri, termostato,
optimas de suplementado. camara de Neubauer,
crecimiento centrifugadora, micropipetas,
celular a partir Analizar cada microscopio invertido, tubos
de_ Ia_l revision cu|t|vq _ceIuIar y Crecimiento Fa_llcqn, tu_bos Eppendorf,
bibliogréfica verificar el celular crioviales, pinzas, congelador,
que permita creC|m|,ento de las Caracterizacion puntas estériles, kit de cirugia.
establecer un células. morfoléaica
crecimiento gica. Buffer fosfato salino PBS,
estable de Solucion salina balanceada con
gueratinocitos Ca y Mg HBSS,
para ser Penicilina/estreptomicina,
cultivados Caracterizar Solucién tripsina/EDTA, medio
sobre matrices | morfolégicamente de cultivo DMEM, medio de
de colageno. las células cultivo Epilife, Suero fetal bovino
obtenidas. 10%, Solucién de aminoacidos
no esenciales, DMSO, Factor de
crecimiento epidérmico EGF,
Solucién Colagenasa, Matrigel®
Implementar un Redac_ta_r el Documentacion
consentimiento sobre la fuente
plan para la ) :
informado. de muestras Donantes voluntarios.

obtencién de
una fuente de
muestras de
tejido mamifero
viable, ya sea a
través de una
entidad privada
o por donacién
de personas

Visitar diferentes
instituciones
prestadoras de
salud y/o clinicas
estéticas.

Convocar

establecida.

Consentimiento
informado.

Protocolo sobre

el procedimiento

empleado para
la toma del

Estereoscopio, tubos eppendorf
15 mL, etanol al 70%, medio de
cultivo DMEM.
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naturales, con voluntarios en la tejidoy su
el fin de universidad. almacenamiento
establecer los
cultivos
celulares.
Obtener las
suspensiones
celulares de
Estimar la gueratinocitos a
viabilidad del mug;';tgg:!s.ido Graficos de Microscopio invertido, platos y
cultivo celular J : frascos de cultivo celular,
. registro de ; ; .
establecido g micropipetas, camara de
namero de o2
como un - . Neubauer (hemocitémetro),
e Cuantificar las células 'y . o
indicador del . 0 L colorante vital de exclusion para
L células utilizando viabilidad . o L
mantenimiento identificar viabilidad (azul de
L colorantes de celular. )
del cultivo in tripano)
) contraste y
vitro. \
registrar las
células
cuantificadas.
2.5. Resultados y discusién

En el ambito académico, el establecimiento de metodologias de cultivo brinda la
posibilidad a los grupos de investigacion enfocados en esta area experimental, a
obtener de forma garantizada un determinado cultivo primario celular. La obtencién
de cultivos celulares y su mantenimiento a lo largo del tiempo, permite su
utilizacién en diversos ensayos tales como los de citotoxicidad, irritabilidad y
sensibilizacion cutanea, las cuales se vienen realizando tradicionalmente en
biomodelos animales. La implementacion de modelos in vitro permitiria una
optimizacién de estas pruebas, haciendo que la valoracién de las mismas al
interior de una investigacion sea mejor desde una perspectiva ética.

Si se requiere y se cuenta con la infraestructura necesaria, los cultivos celulares
de queratinocitos pueden emplearse para realizar co-cultivo con fibroblastos u
otros tipos celulares, y de esta forma obtener un epitelio reconstituido de tipo
epidérmico, el cual trabajando conjuntamente con investigadores en el area de
ingenieria de tejidos permitan darle una aplicabilidad médica y desarrollar
analogos dérmicos que sirvan como injertos artificiales en personas con lesiones
en la piel de tipo quemaduras, ulceraciones, entre otras (Perez, Doncel, Roa &
Fontanilla, 2001).
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Desde los primeros ensayos de cultivo celular con queratinocitos realizados por
Rheinwald & Green en el afio 1975, se han desarrollado multiples metodologias
para el cultivo de queratinocitos utilizando diversos medios de cultivos y soportes
para favorecer su crecimiento.

2.5.1. Ensayo con humano:

Tras obtener la muestra de tejido del voluntario y cultivarla durante 8 dias por
explante (ver ilustracion 7 ), no se observaron resultados satisfactorios expresados
en un crecimiento de colonias de queratinocitos alrededor del explante sembrado,
resultado que puede deberse a dos factores inherentes a la muestra. En primer
lugar, el &rea minima a sembrar es de 1 a 8 cm? (Nufiez, 2009), lo que garantiza la
cantidad suficiente de queratinocitos nucleados para poder generar confluencia en
un cultivo celular.

llustracion 7 Cultivo por explante, vista macrosépica.

Por otro lado, la muestra de tejido obtenido presentaba macroscépicamente una
gran cantidad de tejido adiposo, lo cual presupone un numero menor de
queratinocitos con respecto a otros tipos celulares que pueden estar presentes. El
éxito de un cultivo por explante es la migracion de los queratinocitos desde la
muestra hacia el soporte del plato de cultivo, para formar pequefias colonias e
iniciar su confluencia (Amortegui & Ramirez, 2008). Dada la presencia de dicho
tejido adiposo que no pertenece a la estructura del epitelio dérmico, se puede
dificultar la migracion de los queratinocitos hacia el plato de cultivo impidiendo su
crecimiento.

Como se evidencia en la descripcion metodolégica y en el consentimiento
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informado presente en la seccidn de anexos, el proceso de obtencion de la
muestra de tejido se realiz6 con un médico patélogo y un donante voluntario en las
instalaciones de la universidad. Aunque el proceso llevado a cabo es invasivo en
una forma minima, la obtencién de voluntarios es muy compleja y se dificulté en
gran medida por la disponibilidad de tiempo del personal médico capacitado en el
procedimiento, asi como la del voluntario. A pesar de lo descrito anteriormente, el
procedimiento se llevd a cabo de esta forma y no a través de una institucion
clinica, dejando como recomendacién para futuras investigaciones, el dedicar
esfuerzos en la consecucién de convenios con ese tipo de entidades a fin de
facilitar el desarrollo de futuras investigaciones.

2.5.2. Ensayo con biomodelo:

Para esta investigacion y tras la revision bibliogréfica, se realizaron las
adaptaciones concernientes a los materiales y recursos disponibles en el
laboratorio, lo que permiti6 implementar un protocolo de extraccion y cultivo de
gueratinocitos descrito en la seccion de anexos.

Referente al proceso de extraccion, se pudo observar que el procesamiento
mecanico a manera de cortes al tejido expuesto es esencial para aumentar la
cantidad de tejido expuesto a la accién enzimatica, lo cual favorece la obtencién
de células. Ademas, el estrés al que se someten las células en los procesos de
contacto con etanol, corte, digestién y agitacion, es un aspecto crucial y puede
afectar de manera significativa la viabilidad de las células, puesto que la viabilidad
medida puede convertirse en una estimacion vaga de la viabilidad real que puedan
tener las células extraidas.

Dado que se tuvo acceso a un area de tejido aproximada de 7 cm? disponible para
el ensayo (llustraciéon 3), el proceso de extraccion se realizé en dos dias, teniendo
de esta manera la necesidad de realizar la estimacion de la viabilidad en dos dias
diferentes. En los graficos 1 y 2 se expresan los resultados encontrados con
respecto al numero de células extraidas y la viabilidad que presentan las mismas
para asi determinar la cantidad de células que se obtuvieron y pueden ser
utilizadas para realizar el cultivo.
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Grafico 1 Conteo celular dias 1y 2.
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Grafico 2 Porcentaje de viabilidad de la poblacién celular obtenida.

Una vez realizado el conteo celular utilizando la camara de Neubauer, los
resultados de numero de células extraidas junto al porcentaje de viabilidad, se
calcularon utilizando las siguientes formulas matematicas:
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cédlulas vivas totales

Nimero de células = 2 * 100000 * dilucion

S Células vivas totales
% Viabilidad = * 100
Células totales

A continuacion se presenta una muestra de célculo del numero de células y
porcentaje de viabilidad para el dia dos del procedimiento experimental:

8
Nimero de células = * 100000 * 1 mL = 4950000

198
% Viabilidad = 16 * 100 = 91%

En los gréaficos 1 y 2, se puede observar que para el primer dia del proceso de
extraccion, las células del tejido se ven expuestas a diversos factores agresivos
durante un periodo prolongado de tiempo, la viabilidad obtenida para las mismas
no se ve significativamente disminuida expresada en un valor promedio de 83%. A
partir de las células obtenidas el primer dia, se tomaron 2’500.000 células y se
cultivaron a una densidad de siembra de 20.000 células/ cm? en cajas de Petri de
100mm. Las células restantes se almacenaron en la incubadora con el medio
especifico para queratinocitos suplementado para posteriormente ser
criopreservadas.

Los fragmentos de tejido restantes se almacenaron tal como se describe en la
metodologia, lo cual permiti6 conservarlos viables hasta el dia siguiente y
continuar de esta forma el proceso de extraccion.

Tras el segundo dia de manipulacién de la muestra de tejido, la viabilidad de las
células obtenidas es mayor a la obtenida el primer dia con un valor de 91%, lo cual
constituye un valor de importancia al momento de procesar tamafios de muestra
muy grandes; este valor favorable de viabilidad puede deberse en gran medida a
la reduccidn a la exposicion que tuvo el tejido frente a la accion enzimatica,
permitiendo que dicha relacién sea mas favorable. A partir de las células obtenidas
el segundo dia, se tomaron 3'600.000 células y se sembraron a una densidad de
siembra de 20.000 células/ cm? en cajas de Petri de 100 y 20mm. De la misma
forma, las células restantes se almacenaron en la incubadora para ser
criopreservadas.

A pesar de ser almacenadas en la incubadora y con el medio de cultivo especifico,
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se encontré que la poblacion celular disminuy6 considerablemente en el caso de
las células extraidas el primer dia, probablemente debido a la cantidad de factores
agresivos a los cuales se vieron expuestas las células tras el tratamiento mecanico
y enzimatico, sin embargo, las células que lograron sobrevivir fueron
criopreservadas junto con las obtenidas en el segundo dia de tratamiento.

La utilizacion del Matrigel® como agente de recubrimiento para los platos de
cultivo viene dada por su composicién, dado que entre sus componentes se
incluyen colageno, laminina, entactina, entre otros (BD Bioscience), compuestos
que han sido evaluados no sélo en la experimentacién con queratinocitos, sino
que también se han utilizado generalmente en el cultivo de células madre
embrionarias (hES por sus siglas en inglés). Las células obtenidas en ambos dias
y utilizadas para realizar los cultivos celulares se sembraron en platos cubiertos
con una solucién de Matrigel® para dar origen a los cultivos primarios.

Una vez sembradas las células, se observaron al microscopio y se procedio a
dejar en incubacién a 37°C con 90% humedad relativa y 5% de CO,. En las
ilustraciones 8-10 se puede observar la evoluciéon del cultivo durante los primeros
5 dias bajo condiciones controladas. Como puede observarse en la ilustracion 8,
las células no se encuentran aun adheridas al fondo del plato, ademas de esto se
encuentran fragmentos de tejido que no fueron disgregados completamente, tal
como se indica en la imagen.

llustracion 8 Dia 1 de cultivo celular (objetivo 10x).

En el tercer dia tras realizar la siembra de las células, ya pueden observarse
células adheridas al plato de cultivo como se indica en la ilustracion 9. Es
importante resaltar que no todas las células del campo visual tienen la forma
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caracteristica que adquieren las células adherentes, que consiste en formas
ligeramente alargadas, por lo que puede inferirse en que el proceso de adaptacién
de las células a este nuevo ambiente se produce de una manera mucho mas lenta
en comparacion con otros tipos de cultivos celulares. Este hecho también puede
enfocarse en la expresion de las proteinas encargadas de la adhesion de las
células a la matriz polimérica.

llustracion 9 Dia 3 de cultivo celular (objetivo 10x).

Tras cinco dias de cultivo celular, es posible evidenciar en la ilustracién 10, dos
pequefias colonias celulares con la morfologia caracteristica de los queratinocitos,
células adherentes de forma ligeramente alargada con aspecto semi-hexagonal.
(Amortegui & Ramirez, 2008)

31



llustracion 10 Dia 5 de cultivo celular (objetivo 10x).

Se resalta con respecto al crecimiento y desarrollo de este tipo celular, como se
puede observar en la ilustracion 2, la epidermis donde la principal poblacion
celular son los queratinocitos se conforma de 5 estratos o capas diferenciados por
dos factores: nivel de queratinizacion y morfologia. (Aasen, T. & Izpisua Belmonte,
J, 2010). Una vez se extraen las células a partir del tejido y utilizando Unicamente
el andlisis microscopico es imposible detectar a partir de cual estrato se estan
obteniendo y cultivando los queratinocitos, aspecto que va a influenciar la
capacidad que tendran las células para proliferar y formar una monocapa.

La queratinizacién de estas células se da de manera progresiva con una duracién
de 3 a 4 semanas, en donde a medida que las células migran desde el estrato
basal al estrato corneo se va dando un cambio estructural ligado a la expresion de
citoqueratinas y la simultanea sintesis de filamentos de queratina al interior de las
células (Ross & Pawlina, 2013), dando lugar a una transformacion de células
semi-hexagonales a células anucleadas de forma alargada y planas (ver
ilustracion 2).

Si bien la densidad de siembra utlizada en la experimentacién (20.000
células/cm?) es la sugerida en los protocolos establecidos en la literatura (Life
tecnologies. Recurso en red), teniendo en cuenta el proceso de queratinizaciéon y
posterior pérdida del nucleo de las células, el utilizar una densidad de siembra
mayor puede ayudar a mejorar la evolucién del cultivo celular de modo que se
propicie la formacion de colonias y se llegue a la confluencia en un tiempo mas
corto.

La obtencién de un cultivo confluente de queratinocitos tarda en teoria de 12 a 14
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dias (Amortegui & Ramirez, 2008), en la presente investigacion al dia sexto de
cultivo celular se presentd una contaminacion microbiana, lo cual frend el
crecimiento de las colonias celulares y produjo su posterior muerte. Este aspecto
de la investigacion permite evidenciar la dificultad que tiene el mantenimiento de
un cultivo celular, puesto que tanto el entorno como el investigador deben llevar a
cabo todos los procesos con el mayor nivel de asepsia que sea posible, a fin de
evitar este tipo de inconvenientes que resultan en no obtener resultados
firmemente concluyentes, y en la pérdida de tiempo y recursos.

La contaminacion microbiana es uno de los problemas mas frecuentemente
encontrados al realizar experimentacion con cultivos celulares, esto se debe
especialmente a la tasa de proliferacion mas alta que tienen los microorganismos
como hongos, levaduras o bacterias, en comparacién con el crecimiento que tiene
en promedio una célula animal.

Los requerimientos nutricionales de un grupo con respecto al otro varia
considerablemente, teniendo en cuenta que el crecimiento de las células animales
se da bajo una mezcla compleja de azUcares, aminoacidos y demas factores de
crecimiento (Moraes, Zucatelli, & Torres. 2008), razon por la cual dependiendo del
tipo de célula se debe emplear un medio de cultivo especifico que le brinde un
entorno apto para su desarrollo. Los hongos por su parte, pueden utilizar una gran
variedad de compuestos organicos como fuente de energia, entre los que se
encuentran azucares, acidos organicos, alcoholes, proteinas, polisacéaridos, entre
otros, razon por la cual el medio de cultivo celular se convierte en un ambiente
Optimo para su crecimiento y desarrollo (Lura de Calafell et al, 1997).

llustracion 11 Cultivos celulares contaminados microbiolégicamente.
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Al observar macroscépicamente los cultivos, se evidenciaron al menos dos tipos
diferentes de hongos, en donde las cajas superiores de la ilustracion 11 pueden
corresponder a un hongo dermatofito, los cuales se caracterizan por tener colonias
radiadas con aspecto algodonoso y presentar color blancuzco. Este tipo de
hongos afectan tejidos queratinizados y poseen capacidad patdégena superficial en
el caso de los humanos, lo cual podria explicar su procedencia (Vilata, 2005). Los
hongos de la parte inferior pueden corresponder a hongos del tipo género
Aspergillus con colonias no radiadas que al dia 8 de cultivo empiezan a desarrollar
una coloracién negruzca, caracteristica de este tipo de hongo. (Clasificacion de
hongos dermatofitos. Recurso en red.) (Aspergillus y aspergilosis. Recurso en red)

Al considerar una contaminacion por hongos dermatofitos, es posible que la fuente
de su procedencia sea la piel tanto del animal como la del investigador, razén por
la cual se pueden tener dos posibles focos de contaminacion (Clasificacion de
hongos dermatofitos. Recurso en red). Por otro lado, los hongos pertenecientes a
la familia Aspergillus tienen una amplia presencia en la naturaleza, se cree que
corresponden a un 40% del ambiente doméstico (Aspergillus e infecciones
quirdrgicas. Recurso en red), por lo tanto se podria pensar que la contaminacion
de los cultivos trabajados en el laboratorio se deba a un descuido en la
manipulacion de algunos materiales, lo que implicaria una exposicién a este tipo
de hongo y asi se diera la oportunidad de su crecimiento en los cultivos
manejados en el laboratorio.

Es importante resaltar como se mencion6 anteriormente, que la proliferacion de
este tipo de microorganismos se da de una forma acelerada, razén por la cual
podria atribuirse con una mayor probabilidad que la fuente de contaminacion fuese
el investigador y no el biomodelo a partir del cual se tomaron las muestras de
tejido. Para los hongos dermatofitos, se reporta un tiempo de crecimiento y
desarrollo de 10 a 14 dias (Vilata, 2005), y en el caso del Aspergillus su
crecimiento se da de una forma mas rapida, evidenciando crecimiento en tres
dias, aunque esto puede depender del medio de cultivo. (Winn et al, 2008) Sin
embargo con una caracterizacibn mas certera de los tipos de hongos que
ocasionaron la contaminacién puede deducirse sus tiempos de incubacién y
determinar asi su origen.

Este suceso en el proceso experimental deja en claro la importancia que tiene la
calidad del ambiente en el cual se realiza la investigacion, asi como la
capacitacion necesaria que requiere la persona a cargo de la investigacion. Es
cierto que existe un riesgo inherente a la manipulacién de soluciones y demas
materiales, conocer las posibles fuentes de contaminacion y minimizar la
oportunidad de contaminacion son actividades que deben tenerse en cuenta al
momento de llevar a cabo el procedimiento experimental.

Los aspectos éticos de la investigacidon juegan un papel primordial en su
desarrollo; la redaccion clara y concisa del consentimiento informado constituy6 un
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paso decisivo para el avance de la investigacion. Es importante utilizar un lenguaje
sencillo y sin tecnicismos, que permitan al individuo entender los aspectos
esenciales que implica el hecho de donar su muestra de tejido biolégico con fines
cientificos.

Finalmente, es importante destacar el papel fundamental que tiene una buena
planeacion para la realizacion del proyecto, puesto que la disponibilidad de los
diferentes reactivos resulta uno de los limitantes principales para el desarrollo del
mismo. Las fechas limites del cronograma por ende se ven afectadas
directamente por la tenencia de éstos en el laboratorio, lo cual en muchas
ocasiones puede estar sujeto a variables que no se tenian previstas al inicio de la
investigacion, como lo son los inconvenientes en el proceso de exportacion de los
diferentes tipos de enzimas y medios de cultivo.

2.6. Conclusiones

- A pesar de no obtener un cultivo confluente de queratinocitos, se evidencia
que la metodologia adoptada para extraer y cultivar este tipo celular funciona,
debido a que se lograron obtener algunas colonias celulares que muestran la
morfologia caracteristica de los queratinocitos.

- Una vez el tejido almacenado con medio de cultivo DMEM suplementado a
condiciones de cultivo, es decir 37°C, 90% de humedad relativa y 5% de CO,,
se sometidé al proceso de digestion enzimatica y se obtuvo una poblacién
celular con una viabilidad de 91%.

- Se logré implementar un protocolo de extraccién y cultivo primario de
queratinocitos a partir de una muestra de tejido proveniente de un biomodelo
animal.

- Se evidencia adherencia celular en los cultivos utilizando Matrigel® como
material de revestimiento para los platos de cultivo empleados en el proceso
de cultivo celular.

- La utilizacion del medio de cultivo selectivo para queratinocitos permite el
crecimiento de pequeias colonias de este tipo celular, suprimiendo en gran
medida el crecimiento de fibroblastos y melanocitos, otros tipos celulares que
se encuentran presentes en el tejido dérmico.
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2.7. Recomendaciones

- El cultivo celular visto de forma general es una técnica, que engloba a su vez
una serie de métodos para lo cual se requieren equipos, materiales y reactivos
especificos, razon por la cual es imprescindible tener en cuenta los tiempos
que se tarda la importacion de todos los implementos necesarios para la
realizacion del trabajo investigativo.

- Para darle una mayor solidez al trabajo investigativo, se puede optar por una
identificacion mas certera y una visualizacion de la morfologia de las células
obtenidas mediante ensayos de inmunoshistoquimica, los cuales a pesar de
tener un elevado costo dada la especificidad de los anticuerpos requeridos
(anticitoqueratina AE1/AE3), permiten una facil identificacibn de los
gueratinocitos.

- Dado que el elemento limitante en la investigacion es encontrar una fuente
que proporcione el tejido, es preciso que se evalle la posibilidad de realizar
convenios entre la Facultad de Ciencias Naturales y entidades como clinicas
estéticas, a través de los cuales esta parte de la investigacion sea mas facil y
rapida (siguiendo el rigor ético y cientifico).

- Frente al proceso experimental, es preciso optar por extremar las medidas de
asepsia al momento de realizar la manipulacion al interior del cuarto de cultivo
a fin de minimizar la posibilidad de contaminacion del tejido a manipular.
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3. ANEXOS

ANEXO 1. FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

A continuacion se presenta el consentimiento informado firmado por el donante
voluntario en la presente investigacion, en donde se consigna la firma del
investigador que realiza la lectura del consentimiento informado al voluntario y el
nombre del médico que realiza el procedimiento.

CONSENTIMIENTO INFORMADO ia:gi UNIVERSIDAD

ICES]

Investigador: Maria Camila Morales Nifiez
Quimica Farmacéutica - Universidad Icesi

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION Y EL USO DE EXCEDENTES DE TEJIDO C
FINES DE INVESTIGACION CIENTIFICA

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE:

Finalidad y descripcion del proceso

| Este documento tiene como objeto solicitar su autorizacién escrita para la donacién gratuita de una
pequefia muestra de tejido (piel), con el fin de utilizarla en investigacion cientifica relacionada con el
aislamiento e identificacién de células caracteristicas de la piel y establecerlas como una base para la
investigacion a futuro. La principal via de obtener dichas células es la utilizacién de muestras de tejido que
posteriormente seran tratadas en el laboratorio.

La donacién de tejido se realizara bajo el cuidado de un profesional médico especializado en dermatologia,
en donde tras la aplicacién de anestesia local, se retirarda un fragmento circular de piel (de un tamafio
aproximado de 3 milimetros). Una vez retirado dicho fragmento de piel, se suturard la herida generada (un
-1- punto) y tras 10 (diez) dias de realizado el procedimiento, usted debera volver a las institucién
designada por el médico para retirar el punto.

La donacién de este tejido es voluntaria, por lo que si Usted da el consentimiento para su uso, en cualquier
momento puede revocarlo. En caso de producirse esta revocacion ello no supondra ningln cambio en la
relacién con su médico ni perjuicio alguno en su diagnéstico /tr i y/o seguimi En caso de
revocacién, su muestra dejara de formar parte de la investigacion que los datos obtenidos hasta ese
momento si formaran parte de la misma, procediendo a la destruccién de la muestra.

Cardcter altruisto de la donacidén

La donacién tiene por disposicion legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra ni ahora ni en el
futuro ningln beneficio econémico por la misma, ni tendréa derechos sobre posibles benefici ciales
de los descubrimientos que puedan conseguirse como resultado de la investigacién cientifica. Sin embargo,
los conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras
pueden ayudar al avance médico y, por ello, a otras personas.

Proteccidn de datos nfidencialidad

Los datos personales que se recojan sobre Usted, serdn confidenciales y ninguna persona ajena a la Y
investigacién tendra acceso a ellos. Los resultados obtenidos serén exp al pablico en la sustentacién

de la investigacion, sin embargo su identidad y demas datos seran confidenciales. Su muestra sera
identificada por un c6digo que consta de sus datos personales registrados en este documento.

En el momento que usted consienta el uso de su muestra de piel para los fines de investigacién descrito
anteriormente, dicho tejido serd sometido a un proceso de identificacién en donde se asignaré un nimero

y/o cédigo constando todos sus datos debidamente codificados, por lo que los investigadores implicados *
nunca conoceran su identidad o dato alguno que pudiera llegar a identificarle; sin embargo, los mismos, si '».‘;‘:
1 |

a

40






ANEXO 2: PROTOCOLO DE TOMA DE MUESTRAS, EXTRACCION Y CULTIVO
DE QUERATINOCITOS A PARTIR DE UNA MUESTRA DE TEJIDO.

PROTOCOLO DE TOMA DE MUESTRAS, EXTRACCION
Y CULTIVO DE QUERATINOCITOS A PARTIR DE UNA
MUESTRA DE TEJIDO

AN

h UNIVERSIDAD
$y'

ICESI

1. DEFINICION:
Protocolo de extraccién de queratinocitos humanos a partir de una muestra de
tejido.

1.1. OBJETIVO:
Aislar queratinocitos a partir de un tejido vivo a fin de cultivar dichas células y
propiciar su crecimiento bajo condiciones de laboratorio.

2. NOTAS DE CAMBIO:
Registrar si se realiza un cambio referente a equipos, reactivos y demas que
modifiquen el presente protocolo.

':I Descripcion Pa(%')na Fecha | Responsable (Firma)
01
02
03
04

3. RESPONSABILIDAD:

El procedimiento a llevar a cabo debe ser realizado por personal competente en el
area de cultivo celular animal. El personal debe ser previamente entrenado en
procedimientos basicos de manipulacion de tejido y técnicas de aislamiento
celular.
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4. GLOSARIO Y SIGLAS:

Por sus siglas en inglés “Dulbecco's modified Eagle's medium”, es un
medio de cultivo enriquecido con amino&cidos y otros componentes
DMEM esenciales para el crecimiento celular.

Se destina al cultivo de células humanas y de otros animales.

Epilife Medio de cultivo especifico para queratinocitos (células epidérmicas).
Medium
HK Human keratinocyte / Queratinocitos humanos

Human Growth keratinocyte suplement. / Suplemento adicionado al
HGKS medio de cultivo para queratinocitos.

5. CONTENIDO:

5.1. GENERALIDADES:
Se describe el procedimiento general por medio del cual a partir de una muestra
de tejido vivo de piel (sin distincion de ubicacién) donado por una persona quien
previamente debe ser informada del objetivo de la investigacidn, asi como también
la lectura y firma voluntaria del consentimiento informado, se extraen de manera
los queratinocitos ubicados en la epidermis.

El tejido extraido se manipula de tal forma que conserve sus propiedades fisicas
hasta ser tratado fisica y quimicamente (por la accion de enzimas) en el
laboratorio de cultivo celular para desprender la epidermis, capa a partir de la cual
se van a obtener los queratinocitos de interés.

Las células obtenidas se sembraran segun sea la necesidad en frascos de cultivo
de 25 cm? 0 75 ¢cm? o en cajas de Petri

5.2. DESCRIPCION:

5.2.1. PRINCIPIO DEL METODO:
La extraccion de células a partir de un tejido implica la disgregacion, por diferentes
métodos de dicho tejido, a fin de obtener las unidades que lo componen, siendo en
este caso los queratinocitos y en menor cuantia otros tipos celulares que también
se encuentran presentes en la piel. Dichas células se utilizardn posteriormente
para su cultivo.
El procedimiento se realiza en un cuarto de cultivo con un nivel de bioseguridad
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tipo 1l y temperatura controlada de 20°C + 2°C.
5.2.2. EQUIPOS, REACTIVOS, MATERIALES Y VESTIMENTA:

5.2.2.1. Equipos:
Micropipetas (20 ul, 200 pl, 1000 pl)
Cabina de flujo laminar.
Incubadora con CO
Centrifuga de mesa.
Cajas de Petri.
Pipeteador.
Kit de microcirugia.
Bafio termostatado (Bafio maria).
Microscopio éptico invertido.
Balanza analitica.

5.2.2.2. Reactivos:

Tabla 1. Reactivos y temperaturas de almacenamiento.

Reactivo Marca Temperatura
DMEM Gibco o Lonza 4°C+2
Tripsina Sigma 4°C+2
SBF Gibco o biowittaker 4°C+2
PBS Gibco 4°C +2
HBSS Gibco o Lonza 25°C+2
Epilife medium Life Technologies 4°C + 2
HGKS Life Technologies 4°C +2
Colagenasa IA Sigma 4°C + 2
Matrigel BD Biosciences 4°C £ 2

5.2.2.3. Materiales:
Tubos Falcon de 15 - 50 mL estériles.
Puntas estériles (10, 20, 200 y 1000 pL)
Pipetas Pasteur estériles.
Pipetas de 5 ml y de 10 ml estériles.
Frascos de cultivo de 25 o 70 cm? estériles.
Cajas de Petri de 50 — 100 mm de vidrio estériles.
Recipientes para descartar material contaminado.
Recipiente para descartar material utilizado.
Camara Neubauer
Parafilm.
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5.2.2.4. \Vestimenta:
Bata de laboratorio para utilizar exclusivamente en el cuarto de cultivo.
Zapatos utilizados Unicamente para ingresar al cuarto de cultivo.
Guantes de latex o nitrilo.
Gafas de seguridad.

5.2.3. ALISTAMIENTO DEL AREA:

Antes de realizar el procedimiento descrito se debe verificar lo siguiente:

5.2.3.1. Area de trabajo: la limpieza debe efectuarse como se indica en el
protocolo correspondiente a la limpieza tanto de la cabina de flujo
laminar, como del cuarto de cultivo.

5.2.3.2. Reactivos: Los reactivos deben retirarse de su sitio de almacenamiento
y ser aclimatados a una temperatura de 25°C + 2°C antes de emplearse.
(Se debe tener especial cuidado con la utilizacion del Matrigel®)

5.2.3.3. Materiales: No deben presentar signos de deterioro 0 de uso previo.
Todo material esterilizado debe estar en su empaque individual
correspondiente sin estar abierto.
Las puntas para utilizacion de micropipetas, deben tener fecha maxima
de esterilizacion de 15 dias, transcurrido este tiempo deben enviarse de
nuevo a re-esterilizar.

5.3. DESARROLLO DE LA METODOLOGIA:

1- Tomade muestras: humano.
1.1. Lecturay firma del consentimiento informado.

1.2. Reunién con voluntario y médico dermat6logo en las instalaciones del
laboratorio de investigacion.

1.3. El médico dermatdlogo con ayuda de un punch para biopsia de 3,0 mm de
diametro debe limpiar el area con yodopovidona solucién, aplicar un anestésico
local (5mL lidocaina) y verificando la ausencia de sensacién en el area, tomar una
muestra de un diametro aproximado de 3,0 mm de la regién lumbar de la espalda
del voluntario.

1.4. Retirar la muestra y sumergirla en etanol al 70% durante 4 segundos a
modo de eliminar contaminacion.

1.5. Almacenar la muestra en un tubo Falcon estéril de 50 mL con 15 mL de
DMEM no suplementado (Sin suero fetal bovino).

1.5. Sellar tubo con Parafilm a fin de evitar la contaminacion, limpiar el exterior
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con alcohol al 70% y rotular con la fecha correspondiente.

1.6. En caso de no encontrarse en las instalaciones de la Universidad Icesi,
transportar a temperatura de 4°C en el menor tiempo posible hasta las
instalaciones de investigacion de cultivo celular de la Universidad Icesi.

2- Alistamiento del area de trabajo.

Se debe entrar al cuarto de cultivo siguiendo las normas preestablecidas en
cuanto a la vestimenta apropiada: bata y zapatos de uso exclusivo en el
laboratorio. Se implementa el protocolo de limpieza ya establecido.

2.1. Limpiar la cabina de flujo laminar tipo 2 con alcohol etilico al 70% cubriendo
todas las superficies e ingresar los implementos como micropipetas y recipientes
de desecho, previamente sanitizados con alcohol etilico al 70%

2.2. Cerrar la cabina de flujo laminar y configurar en el panel de comandos de la
misma la exposicion a la radiacion UV por 15 minutos.

2.3. Una vez transcurridos los 15 minutos de exposiciéon a la radiacion UV,
encender el sistema de ventilacion del equipo y empezar a trabajar en el equipo
transcurridos 10 minutos una vez encendida la ventilacion de la cabina.

2.4. Ingresar a la cabina de flujo laminar tipo 2, los reactivos necesarios para la
disgregacién mecanica y enzimatica, consistentes en: kit de cirugia, medios de
cultivo especificos, solucién enzimatica de colagenasa y tripsina, material estéril:
pinzas, bisturi, tubos Falcon de 15 y 50 mL, puntas de micropipeta.

3- Disgregacion mecanicay enziméatica

3.1. Retirar el medio de cultivo en el cual viene el tejido y descartarlo en el
frasco de desechos correspondiente.

3.2. Tomar una caja Petri de 50mm, retirar la tapa y depositar 4 mL de medio de
cultivo especifico para queratinocitos (Gibco®, Grand Island, NY, USA)
suplementado con HGKS (Human Growth Keratinocytes Suplemment - Gibco®,
Grand Island, NY, USA)

3.3. Tomar el tejido con ayuda de unas pinzas estériles y depositarlo en tapa de
la caja Petri de 100mm (numeral 3.3)

3.4. Lavar el tejido con el medio depositado en la caja de Petri (humeral 3.2)
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utilizando una micropipeta de 200pL.

3.5. Utilizando pinzas curvas de microcirugia previamente esterilizadas, aplanar el
tejido ubicando la epidermis en el fondo de la tapa de la caja de Petri (numeral
3.3).

3.6. Retirar grasa y contaminantes macroscopicos utilizando pinzas lisas de
microcirugia previamente esterilizadas. Tener especial cuidado en evitar que el
tejido se seque, razon por la cual se debe lavar constantemente con el medio
depositado en la caja de Petri (numeral 3.2).

3.7. Cortar el tejido en pequefias secciones (cortar tejido en tiras de 0.5 cm x
1.5 cm en caso de disponerse de gran cantidad de tejido) con ayuda de un bisturi
de hoja 24, y llevarlos a una caja de Petri.

3.8. Lavar las secciones con solucién salina estéril y descartar la solucion salina
empleada en el frasco de desechos correspondiente.

3.9. Preparar 20 mL de solucion de colagenasa tipo 1A (Sigma-Aldrich®, Saint
Louis, MO, USA) al 0,2%. Nota: debe tenerse en cuenta las unidades de
enzima/mg de sélido, asi mismo se ajustara la cantidad a pesar.

3.10. Preparar 20 mL de solucion de tripsina (Gibco®, Grand Island, NY, USA) al
0,5% (g/L) en un tubo Falcon estéril.

3.11. Mezclar en un tubo Falcon estéril de 50 mL las dos soluciones de enzima
preparadas previamente.

3.12. Adicionar los fragmentos de tejido previamente seccionados a un tubo
Falcon estéril de 15 mL que contenga 5-7 mL de la mezcla de las enzimas
preparadas previamente (numerales 3.9-3.11).

3.13. Incubar en bafio Maria a una temperatura de 37°C por 30 minutos. Agitar
vigorosamente el tubo que contiene los fragmentos y la solucion enzimatica cada 5
minutos.

3.14. Transcurrido el tiempo de incubacién, agitar el contenido del tubo
gentilmente con ayuda de una micropipeta y dejar asentar los fragmentos mas
grandes.

3.15. Traspasar a otro tubo Falcon estéril la suspension celular y adicionar la
solucion de inactivacion: medio de cultivo DMEM suplementado al 5% con Suero
fetal bovino (Gibco®, Grand Island, NY, USA)

3.16. Tomar los fragmentos restantes de tejido (numeral 3,14) y adicionar 25-50
mL de la mezcla de las enzimas preparadas previamente (hnumerales 3.9-3.11).
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3.17. Incubar en bafio Maria a una temperatura de 37°C por 30 minutos. Agitar
vigorosamente el tubo que contiene los fragmentos y la solucién enzimética cada 5
minutos.

3.18. Transcurrido el tiempo de incubacion, traspasar a otro tubo Falcon estéril la
suspension celular y adicionar la solucion de inactivacion: medio de cultivo DMEM
suplementado al 5% con Suero fetal bovino (Gibco®, Grand Island, NY, USA)

3.19. Centrifugar por 10 minutos a 1200RPM las suspensiones celulares.

3.20. Resuspender el pellet en 1-2mL de medio de cultivo especifico para
queratinocitos  suplementado con HGKS al 1% y penicilina-
estreptomicina/anfotericina B al 1%.

4- Determinacién de viabilidad celular

En este segmento se utiliza un colorante que permita identificar células
vivas/células muertas, para su observacién bajo el microscopio éptico invertido. Se
lleva a cabo mediante la utilizacion de camaras de conteo celular, en donde se
determina con esto la cantidad de células disponibles para realizar el cultivo.

4.1. Tomar 90uL del colorante azul de tripano al 0.4% (Lonza®, Walkersville,
MD, USA.) utilizando una micropipeta y disponerlos en un portaobjetos de vidrio
esteril.

4.2. Tomar 10 pL de la suspension celular previamente obtenida tras la
resuspension del pellet (numeral 3.20) utilizando una micropipeta y disponerlos en
el mismo portaobjetos de vidrio estéril.

4.3. Homogenizar utilizando la micropipeta para asegurar una correcta
dispersion del colorante y las células.

4.4. Realizar el conteo utilizando una Camara de Neubauer, teniendo en cuenta
las respectivas diluciones y factores de conversion.

5- Preparaciéon de matriz de revestimiento y cultivo celular

Dadas las condiciones de almacenamiento del Matrigel, es necesario que todo
material que va a entrar en contacto con este reactivo se encuentre pre-
acondicionado a baja temperatura (mantener en hielo a una temperatura de -
+4°C), como lo son las pipetas estériles, puntas de micropipetas y tubos Falcon
estériles.
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5.1. Alicuotar 270 - 350uL de un vial de Matrigel (BD Biosciences®, Billerica,
MA, USA) en un un tubo Falcon estéril de 50 mL y adicionar 25 mL de medio de
cultivo DMEM (Lonza® Group Ltd, Brandenburg, KY, USA) frio.

5.2.  Enuna nevera con hielo, disponer los platos de cultivo a sembrar.

5.3. Adicionar la solucion de revestimiento (numeral 5.1) preparada
anteriormente, 8 mL para cajas Petri de 10,0 cm de diametro, 2,6 mL para cajas
Petri de 5,0 cm de diametro, 1,3 mL para cajas Petri de 3,5 cm de diametro; 0,3
mL para platos de cultivo de 24 pozos; 0,5 mL para platos de cultivo de 12 pozos.
(El célculo se realiza con base al area efectiva de cultivo.)

5.4. Distribuya el liquido por toda la superficie del plato. Evite burbujas (Si hay
burbujas, reventarlas con punta de pipeta fria)

5.5. Cerrar los frascos de cultivo e incubar a temperatura ambiente (15-25°C)
por al menos 1 hora antes de usarlos.

5.6. Una vez formada la pelicula en el fondo de los frascos de cultivo, aspirar la
solucion de revestimiento teniendo especial cuidado de no remover del fondo del
plato la pelicula formada.

5.7. Sembrar las células a una densidad de siembra apropiada: 20000/cm?.
5.8. Adicionar el medio de cultivo especifico de queratinocitos suplementado.

Nota: no remover el liquido si no se van a usar los platos inmediatamente. Pueden
almacenarse maximo por una semana a 4°C sellados con parafilm, para evitar la
deshidratacion.

6. DOCUMENTOS DE REFERENCIA:
6.1. Assay Methods “Protocol: Human Embryonic Stem Cell Culture” BD

Biosciences. En:
https://www.daigger.com/Portals/O/Literature/7117A IM_BECTON%20DI
CKINSON.pdf

6.2. Isolation, Primary Culture, and Cryopreservation of Human
Keratinocytes, Life technologies. En:

http://www.lifetechnologies.com/co/en/home/references/protocols/cell-
culture/primary-cell-protocols/keratinocyte-protocols/isolation-primary-
culture-and-cryopreservation-of-human-keratinocytes.htmi

6.3. Surface Areas of Cell Culture Vessels. En:
http://www.pottslab.org/protocols/Cell%20Culture/Surface%20Areas%20
0f%20Cell%20Culture%20Vessels.pdf
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https://www.daigger.com/Portals/0/Literature/7117A_IM_BECTON%20DICKINSON.pdf
https://www.daigger.com/Portals/0/Literature/7117A_IM_BECTON%20DICKINSON.pdf
http://www.lifetechnologies.com/co/en/home/references/protocols/cell-culture/primary-cell-protocols/keratinocyte-protocols/isolation-primary-culture-and-cryopreservation-of-human-keratinocytes.html
http://www.lifetechnologies.com/co/en/home/references/protocols/cell-culture/primary-cell-protocols/keratinocyte-protocols/isolation-primary-culture-and-cryopreservation-of-human-keratinocytes.html
http://www.lifetechnologies.com/co/en/home/references/protocols/cell-culture/primary-cell-protocols/keratinocyte-protocols/isolation-primary-culture-and-cryopreservation-of-human-keratinocytes.html
http://www.pottslab.org/protocols/Cell%20Culture/Surface%20Areas%20of%20Cell%20Culture%20Vessels.pdf
http://www.pottslab.org/protocols/Cell%20Culture/Surface%20Areas%20of%20Cell%20Culture%20Vessels.pdf

. LISTA DE REGISTROS:

- Formato de limpieza del cuarto de cultivo (si aplica).
- Cuaderno de registro experimental.
- Notas de cambio.

. ANEXOS:

Consentimiento informado para donacion de tejido para investigacion. (Anexo
1)
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ANEXO 3: APROBACION COMITE DE ETICA PROYECTO “EVALUACION
PROTEOMICA Y FUNCIONAL DE LOS FENOMENOS DE GLICOSILACION
TIPO O-GLCNAC Y SUS IMPLICACIONES TERAPEUTICASEN UN MODELO
EXPERIMENTAL DE PRECONDICIONAMIENTO, ISQUEMIA Y REPERFUSION
CEREBRAL”

% UMIVERLIDAD

ICESI
samtisge de Cali, Febrero 25 de 2013
CIECUAE-0O9/ 2013

Or. Cesar Augusto Arango Davila, MDD Psiquiatra, MSc, PhD
Inwestigador principal -

Or. Juliana Rengifo Gdmez, M5c, FhD

Or. Alejandra Yora Gonzidlez, MD, Estudiante de Doctorado
Cali

Asunto: Aprobacidn de Proyecto -lsguemia Cerebral con precondicioramients

El dia B de Febrero del presente afto, ks miembros del CIECUAE de la Universidad boesd, se
reuneran ¥ aprobamnon el siguiente proyecta de inwestigacion, dando cumplimiento & la Ley B4 de
1989 v a la resolucién de Rectoria N 847 (9 de julio de 2012):

"Ewsluacidn protedmice y funcional de fos fencmenos de ghicesilocidn tipo O-glchdc p sus
impliceciones teropéuticas en on models experimentsl de grecondiclonomiento, isquemia y
reperfusicn cerebra?” Versidn 2.

La presante se firma, 2l dia {25], mes [Febrera), del afio (2043}

Cordialmente,

Wl (=L

Gabriel Jaimse E:hl:w-.' ri, WD
Presidente ~CIECUAE- Universidad Ices!

Gl |8 b, 173135
PEX: {552 S5 200, Fax 8- 555 2305
X Cal - Codamiza
Ll o R
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