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Lema

Y la medicina, el derecho, los negocios, la inge-

nieŕıa, son actividades nobles y necesarias para

sustentar la vida. Pero la poeśıa, la belleza, el

romance, el amor: esto es por lo que nos mante-

nemos vivos. Carpe Diem.

El club de los poetas muertos.
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A mi abuelita, Maŕıa Inés Delgado Reasco por formar parte de mi vida con su comida

que alegraban incluso mis malos d́ıas, al igual que sus consejos. Y a mi abuelito, José

Absalón Cedeño Mieles, que aunque haya fallecido hace nueve años aún lo llevo en mis

recuerdos y mi corazón porque fue esa persona que me proteǵıa y me mimaba, quien
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Resumen

A nivel internacional, existen gúıas estandarizadas para cultivos celulares, pero en

Ecuador no se dispone de un protocolo adaptado a los recursos disponibles en el páıs.

Reconociendo la importancia del cultivo celular en el desarrollo biomédico para el tra-

tamiento de diversas patoloǵıas de la piel, los laboratorios de ciencias de la vida de la

Universidad Politécnica Salesiana, sede Quito, han tomado la iniciativa de elaborar un

protocolo de cultivo celular de queratinocitos in vitro. Este protocolo emplea la ĺınea

celular de queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT), evitando aśı infringir los

códigos bioéticos, como el Código de Helsinki. Las ĺıneas celulares HaCaT presentan

una gran variedad de caracteŕısticas fenot́ıpicas, lo que las hace especialmente ade-

cuadas para este tipo de cultivos. La implementación de este protocolo ha resultado

en una alta proliferación de queratinocitos, demostrando su eficacia y obteniendo una

resolución positiva.

Palabras clave: Cultivo in vitro, queratinocitos, ĺınea celular HaCaT.
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Abstract

Internationally, there are standardized guidelines for cell culture, but in Ecuador there

is no protocol adapted to the resources available in the country. Recognizing the im-

portance of cell culture in biomedical development for the treatment of various skin

pathologies, the life sciences laboratories of the Universidad Politécnica Salesiana, Qui-

to, have taken the initiative to develop a protocol for in vitro keratinocyte cell culture.

This protocol uses the immortalized human keratinocyte cell line (HaCaT), thus avoi-

ding infringing bioethical codes, such as the Helsinki Code. HaCaT cell lines have a

wide variety of phenotypic characteristics, making them particularly suitable for this

type of culture. The implementation of this protocol has resulted in a high proliferation

of keratinocytes, demonstrating its efficacy and obtaining a positive resolution.

Keywords: In vitro culture, keratinocytes, HaCaT cell line.
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4.1.1. Desinfección al área de trabajo . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

4.1.2. Prevención de Contaminación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

4.2. Activación de células . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

4.3. Tripsinización de queratinocitos in vitro . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

4.4. Mantenimiento del Cultivo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

4.5. Análisis de resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

5. Conclusiones y recomendaciones 38

5.1. Conclusiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

5.2. Recomendaciones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
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1. Introducción

Los primeros estudios de cultivo celular in vitro empezaron en 1975, por Rheinwald y

Green, ellos desarrollaron el cultivo de células madre, las cuales dieron origen a una

colonia de queratinocitos in vitro, esto abrió las puertas a nuevas investigaciones y de-

sarrollos en el campo de Ingenieŕıa de Tejidos (E. S. Khan et al., 2020; Larouche et al.,

2009). En 1981, la medicina decide usar autoinjertos de piel cultivados para tratar a

los pacientes que hab́ıan sufrido quemaduras graves (E. S. Khan et al., 2020).

En la actualidad se cuenta con tecnoloǵıa avanzada, la cual permite mejorar y crear

nuevas técnicas para producir cultivos celulares in vitro con resultados certeros y méto-

dos más eficaces, además se han realizado investigaciones cuyo propósito es el desarrollo

de modelos 2D y 3D del cultivo celular de tejido epitelial para investigar enfermeda-

des inflamatorias, testear productos dermato-cosméticos y evitar el uso de pruebas en

animales (Nuñez, 2014; Sánchez, 2008; Strüver et al., 2017). De forma internacional se

realizan más estudios y revisiones a los procesos de cultivo celular in vitro, en ciertas

situaciones no se alcanza a cumplir los requisitos para controlar el ambiente, lo que

produce que el cultivo no pueda desarrollarse de forma adecuada y esto provoca el

descarte del mismo (Poumay & Coquette, 2007).

La piel cumple la función de una barrera para proteger a los órganos internos, a su vez

se encarga preservar el agua en el cuerpo (Phua et al., 2023). La piel está compuesta

por tres capas: epidermis, dermis e hipodermis (Larouche et al., 2009), dentro de la

epidermis se encuentran los queratinocitos, estos ayudan a formar queratina y preser-

var la homeostasis (Phua et al., 2023; Xu et al., 2022).

El estudio que se realizó fue experimental y se empleó la ĺınea celular de queratinoci-

tos humanos inmortalizados (HaCaT) para proliferarlos in vitro. Siguiendo las normas

bioéticas, no fue necesario solicitar una aprobación para el uso de estas células, ya que

no se trabajó con animales o piel cadavérica, a pesar de que esta última si puede ser

utilizada para desarrollar cultivos de piel. es La organización del presente documento

se divide en las siguientes secciones:

Caṕıtulo 2 - Marco teórico: revisión de los aspectos más importantes de los cultivos

de tejidos celulares in vitro.

Caṕıtulo 3 - Marco metodológico: detalle de los equipos e insumos necesarios para

la metodoloǵıa empleada en el protocolo de cultivo de queratinocitos in vitro.

Caṕıtulo 4 - Desarrollo e implementación del protocolo: acorde a lo revisado y

2



1.1 Antecedentes

propuesto en los caṕıtulos 2 y 3 se especifica el formato de protocolo usado, el desarrollo

del mismo y los resultados obtenidos para evaluarlo.

Caṕıtulo 5 - Conclusiones y recomendaciones: se analiza la realización del pro-

tocolo y su implementación, en base a lo presentado en caṕıtulos anteriores.

1.1. Antecedentes

En la actualidad la Universidad Politécnica Salesiana cuenta con un amplio recorrido

en el área de ingenieŕıa y tecnoloǵıa; mientras que, el área de ciencias de la salud es

reciente, es importante implementar protocolos estandarizados para el cultivo celular

de tejidos humanos para procedimientos en los laboratorios de ciencias de la vida y

desarrollar investigaciones que contribuyan a la academia.

Existe la necesidad de un protocolo estandarizado, ya que sin este se restringe la re-

producibilidad de estudios e investigaciones cient́ıficas en el campo de Ingenieŕıa de

Tejidos. Se estima que la creación de un protocolo estandarizado de cultivo celular de

queratinocitos in vitro asegurará que se cumpla con las condiciones de un cultivo in

vitro homogéneo, controlado y que disminuirá el riesgo de contaminación cruzada, con

el fin de salvaguardar la estructura de los tejidos creados.

1.2. Descripción del problema

La Universidad Politécnica Salesiana cuenta con la carrera de Ingenieŕıa Biomédica,

la cual es una rama de la Ingenieŕıa de Tejidos, está última se enfoca en el desarrollo

de células animales y humanas, ya que son fundamentales para diversos ensayos en la

investigación biomédica y precĺınica (Fabres, 2010). Además, el rápido crecimiento en

áreas como la génica, la genómica y la proteómica ha dado lugar a un aumento notable

en las actividades de cultivo celular.

Dentro de los tratamientos que oferta la Ingenieŕıa de Tejidos se encuentra la repiteli-

tización de quemaduras y ulceras de piel, con esta propuesta investigación cient́ıfica se

espera implementar ayudas para los pacientes que presentes estas condiciones (Fabres,

2010).

El desarrollo de protocolos de cultivo celular es crucial para los avances en la inves-

tigación y aplicaciones de ingenieŕıa biomédica. Sin embargo, el establecimiento de

protocolos de cultivo celular estandarizados y reproducibles sigue siendo un desaf́ıo

significativo debido a la compleja interacción de factores que influyen en la viabilidad,

el crecimiento y la funcionalidad de las células. Estos factores incluyen el tipo de célula,

la composición del medio de cultivo, las condiciones ambientales y las manipulaciones

experimentales.

3



1 Introducción

1.3. Importancia y alcances

El proyecto propuesto en este documento se centra en elaborar un protocolo para culti-

var queratinocitos in vitro en los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana,

Sede Quito - Campus El Girón, siendo el inicio de nuevas expectativas de creación

o duplicación celular. La elaboración de este trabajo de titulación se encuentra en la

ĺınea de investigación de tecnoloǵıas y dispositivos médicos, que está presente en la

normativa institucional vigente.

La ingenieŕıa de tejidos ofrece soluciones innovadoras para tratar lesiones y enfermeda-

des que afecte a ciertos órganos, ya sea mediante la combinación de células para crear

sustitutos funcionales que puedan integrarse de manera eficaz con el tejido biológico,

generando nuevas posibilidades en tratamientos y minimizando riesgos.

Siendo relevante para que se inicie con el cultivo celular para posterior creación de teji-

dos como la piel para pacientes que lo requieran y sobre todo ayuden con la innovación

de creación celular in vitro.

Para la creación de este protocolo se procedió a realizar una revisión bibliográfica, tam-

bién se investigó los equipos, reactivos y materiales que se deben utilizar para llevar

a cabo este proyecto, además se implementó este protocolo para su respectiva evalua-

ción y validar su eficiencia. Se espera que esta normativa sirva como gúıa para futuras

investigaciones.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Diseñar un protocolo estandarizado para cultivar queratinocitos in vitro en los labora-

torios de ciencia de la vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

1.4.2. Objetivos Espećıficos

Identificar mediante una revisión bibliográfica las propiedades que deben cumplir

los queratinocitos creados in vitro.

Determinar los equipos y materiales requeridos para la realización del cultivo de

queratinocitos in vitro.

4



1.4 Objetivos

Evaluar el protocolo de cultivo de queratinocitos in vitro con las recomenda-

ciones sobre las condiciones y actividades que deben efectuarse para evitar una

contaminación celular.

5



2. Marco teórico

2.1. La piel y su estructura

La piel se caracteriza por desempeñar un papel de barrera protectora del cuerpo, frente

agentes qúımicos, biológicos y f́ısicos; esto se debe a la matriz de ĺıpidos intercelulares

y corneocitos con la que cuenta, ya que esta impide el acceso de sustancias externas;

mientras que, las glándulas sebáceas y sudoŕıparas se encargan de lubricar y la regular

la temperatura corporal (Ita, 2020). Además, la piel es el órgano más grande del cuer-

po, con un aproximado de 2m2 y equivale a un 15 % del peso corporal (Lai-Cheong &

McGrath, 2009).

Dentro de su estructura la piel está conformada por tres capas: la epidermis, la dermis

y la hipodermis (Gilaberte et al., 2016), pero en otras literaturas llaman a la tercera

capa subdermis o grasa subcutánea (Dehdashtian et al., 2018; Lai-Cheong & McGrath,

2009).

2.1.1. La epidermis: capas y células

Epidermis: es la capa externa de la piel, conformada por un epitelio escamo-

so estratificado que esta constituido por queratinocitos, los cuales forman parte

del 95 % de las células de la piel; mientras que, las células dendŕıticas, como

los melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel figuran el 5 % res-

tantes (Gilaberte et al., 2016; Lai-Cheong & McGrath, 2009). La relación entre

las células de melanocitos y queranocitos, es que el primero elabora pigmentos

que transportan melanina del citoplasma a los queratinocitos, de esta manera la

piel se protege de los rayos ultravioleta UVR (Dehdashtian et al., 2018). Esta se

puede dividir en cuatro capas según la condición de diferenciación en la que se

encuentren los queratinocitos (Lai-Cheong & McGrath, 2009), estas son:

1. Capa basal o estrato germinativo: Presenta queratinocitos con apa-

riencia de columnas unidos a la membrana basal, se caracterizan por tener

células de núcleos ovales pigmentados de color oscuro por los melanocitos

(Gilaberte et al., 2016).

2. Capa de células escamosas o estrato espinoso: Esta compuesta por

cinco a seis células que tienen diferentes forma, estructura y caracteŕısticas

subcelulares que vaŕıan respecto a su ubicación, las propiedades con las que

6



2.1 La piel y su estructura

cumplen estas células son más grandes y cuentan con gránulos laminares en

el citoplasma (Gilaberte et al., 2016).

3. La capa granular o estrato granuloso: Es una capa superficial que

contiene células vivas, especialmente células aplanadas que tienen una gran

cantidad de gránulos de queratohialina, los cuales se caracterizan por su

tamaño y forma basófilos e irregulares; esto se produce por la sintesis de

la protéına filagrina, que tiene histidina, esta última se agrupa con las que-

ratinas 1 y 10, además de otras protéınas de filamentos intermedios que se

encuentran en el citoesqueleto de los queratinocitos para dar origen a haces

apretados (Gilaberte et al., 2016).

4. Capa córnea o estrato córneo: Esta conformada por corneocitos, estos

son células muertas unificadas por corneodesmosomas, también los cubre una

envoltura corneiforme que cuenta con protéınas y ĺıpidos, debido a esto es

fundamental para la barrera de la piel; las caracteŕısticas de los corneocitos

se pueden identificar de acuerdo a las células donde se desarrollen, estas

pueden ser las superiores o las supragranulares, las cuales ayudan en el

proceso de descamación de la piel (Gilaberte et al., 2016).

La matriz extracelular de la epidermis (ECM) esta compuesta por una membrana

basal en forma de lámina que separa la dermis y epidermis sus funciones se basan

en la adhesión y el soporte celular, la comunicación intercelular, la regulación y

la diferenciación celular y procesos relacionados en condiciones normales y pa-

tológicas; su principal función es controlar el destino de las células madre de la

epidermis esto tiene un rol crucial en la regulación de proliferación para mante-

ner la homeostasis de la epidermis protegiendo contra el agotamiento y est́ımulos

nocivos (Chermnykh et al., 2018).

La comunicación entre células y la ECM mantiene a las células madre en estado

indiferenciado o las dirige hacia la diferenciación. Se han identificado tres nichos

en la piel: la capa basal de la epidermis interfolicular, los foĺıculos pilosos y las

glándulas sebáceas (Chermnykh et al., 2018).

2.1.2. Dermis

Es la segunda capa de la piel, considerada como intermedia, tiene un espesor de

0.55 mm, pero puede variar según la zona del cuerpo, ya que esta compuesta por

colágeno, tejido conectivo amorfo, apéndices epidérmicos, fibroblastos, macrófa-

gos y mastocitos (Gilaberte et al., 2016; Lai-Cheong & McGrath, 2009). Se divide

en dos capas, según con lo que este en contacto (Lai-Cheong & McGrath, 2009):

1. Dermis papilar: Se une con la ZMO, es irrigada por vasos sangúıneos y

terminaciones de nervios sensoriales (Lai-Cheong & McGrath, 2009).
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2. Dermis reticular: La parte principal de la dermis hace una conexión con

el subcutis (Lai-Cheong & McGrath, 2009).

2.1.3. Hipodermis

Es un órgano endocrino que esta formado por adipocitos, los cuales estan dividi-

dos por tabiques fibrosos, a esta capa también se la conoce como tejido subcutáneo

(Gilaberte et al., 2016).

2.2. Queratinocitos

Los queratinocitos son células que se encuentran en la capa basal y forman parte del

90 % de las células epidérmicas, por lo que son considerados como un factor principal

para formar la epidermis; el desarrollo de estas células empieza en la capa basal y luego

viajan a la superficie donde se desprenderán, a su vez pasan por diferentes procesos de

diferenciación, los cuales dan origen a las capas del estrato basal, espinoso, granuloso y

córneo (Das et al., 2022; Xu et al., 2022). También se ocupan de producir una barrera

protectora para el organismo, intervienen en el desarrollo de queratina y el sistema

inmune de la piel (Larouche et al., 2009; Phua et al., 2023).

La función principal de los queratinocitos es defender al organismo de agentes externos

y contribuir en la acción inmunológica que realiza la piel (Das et al., 2022). Además de

que participan en la función de la barrera, en la función sensorial, la intercomunicación

con las neuronas sensitivas y la conservación de la homeostasis de la piel (Xu et al.,

2022).

2.2.1. Tipos de queratinocitos

Los queratinocitos se clasifican según su localización, estas son:

Queratinocitos del epitelio corneal

• Células madre del epitelio corneal: Estan ubicadas en la capa basal

en la zona limbal del ojo (Miller et al., 1997).

• Queratinocitos diferenciados: Tiene keratina K3 en estructura, lo que

funciona como un marcador de diferenciación avanzada (Miller et al., 1997).

Queratinocitos de la epidermis

• Células madre epidérmicas: Se presentan al final de las crestas de los

rete en la palma y tronco de cuerpo humano (Miller et al., 1997).
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• Células no dentadas (nsc): Se encuentran en la piel de la palma y el

tronco del cuerpo humano, se caracterizan por su morfoloǵıa (Miller et al.,

1997).

• Células amplificadoras transitoras (TA): Se estima que son activas en

el aspecto mitótico y tiene un subtipo de células terminalmente diferenciadas

(TD) (Miller et al., 1997).

• Células basal serradas (SO): Son consideradas parte del entorno de las

células madre epidérmicas (Miller et al., 1997).

Queratinocitos del foĺıculo piloso

• Células madre del foĺıculo piloso: Se encuentran en la protuberancia

de la vaina externa de la ráız del foliculo piloso (Miller et al., 1997).

• Células de la matriz del bulbo: Se estima que son células progenitoras

que tienen ciclos rápidos, lo que las convierte en pluripotentes y con altos

pigmentos (Miller et al., 1997).

2.2.2. Importancia del estudio de los queratinocitos in vitro

El estudio de los queratinocitos in vitro es importante, ya que permite llevar a cabo

un modelado de la piel y enfermedades dermatológicas, las cuales permiten compren-

der la fisioloǵıa de la piel y las patoloǵıas cutáneas; se realizan investigaciones para

desarrollar mecanismos de detección sensorial y tratamientos para el dolor; a su vez

se verifican productos y tratamientos dermatológicos mediante evaluaciones de segu-

ridad en modelos in vitro como alternativa de las pruebas en animales (Xu et al., 2022).

También se utilizan para entender el funcionamiento de la barrera cutánea, investi-

gar las interacciones celulares, como el microambiente y los nichos de células madre,

además de analizar el impacto de los factores ambientales y genéticos (Das et al., 2022;

Miller et al., 1997).

2.2.3. Aplicaciones de los cultivos de queratinocitos in vitro

El cultivo in vitro de queratinocitos permite desarrollar modelos 2D y 3D de la epi-

dermis, de esta manera se producen tejidos artificiales que pueden ser utilizados en

terapias celulares para regenerar o reparar los tejidos dañados (Miller et al., 1997). Es

decir que, pueden utilizarse para tratar lesiones (quemaduras) y patoloǵıas como: pso-

riasis, epidermólisis bullosa, melanomas (Dehdashtian et al., 2018; Ferran et al., 2008;

González et al., 2016; Lorenzini et al., 2014).

Adicionalmente se cultivan queratinocitos in vitro para crear y estudiar modelos de

cicatrización de heridas, las interacciones entre las células y la matriz extracelular, la
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proliferación y migración celular (Fujisaki et al., 2019).

Asimismo se puede emplear los cultivos de queratinocitos in vitro para analizar la

diferenciación de células madres en las células epidérmicas, estudiar los procesos infla-

matorios, desarrollar cosméticos y evaluar los agentes antimicrobianos (El-Serafi et al.,

2022).

2.3. Métodos de aislamiento de queratinocitos

El aislamiento de cultivo in vitro de queratinocitos es en esencia un estudio experimen-

tal que presenta desaf́ıos por problemas en su baja tasa de división celular (Ścieżyńska

et al., 2019). Este búsca minimizar el daño en las células epidérmicas aśı como, su con-

taminación mediante el desarrollo de diversos estudios para aislar los queratinocitos

(Ścieżyńska et al., 2019).

Uno de los métodos más conocidos es el tratamiento enzimático para separar la epider-

mis de la dermis en el que se usa tripsina solo o en combinación con proteasas neutras

(dispasa o termodicina) que tiene dos pasos, otro de los métodos es la técnica de ex-

plantes de piel que evita la digestión enzimática preliminar y permite la generación

rápida y simple de cultivos viables a partir de pequeñas muestras de piel (Ścieżyńska

et al., 2019).

Se han desarrollado técnicas avanzadas para enriquecer células progenitoras de que-

ratinocitos como la agitación magnética, centrifugación en gradiente de densidad y

clasificación celular basada en la gravedad o con anticuerpos espećıficos, el desarrollo

de estas técnicas aumentan el rendimiento de queratinocitos y mejoran la proporción

de células dando una alta eficiencia en la formación de colonias (Ścieżyńska et al., 2019).

2.3.1. Biopsias de piel

Cuando se desea realizar un análisis de laboratorio a una muestra de tejido del cuerpo

se debe realizar un procedimiento médico, este se llama biopsia, tiene como finalidad

diagnosticar varias enfermedades, incluyendo cáncer, infecciones y trastornos inflama-

torios (George et al., 2021).

Existen diferentes técnicas de biopsias, la más común es por incisión, en la cual se

extrae una porción de tejido con el uso de un bistuŕı; otra forma puede ser la biopsia

por punción, donde se emplea una jeringa para obtener una muestra del tejido y por

último, la biopsia con sacabocados, esta consiste en usar un punch para extraer una

muestra ciĺındrica de tejido (George et al., 2021). Después de obtener la muestra se

debe colocar en un conservante adecuado, para esto existen varios métodos, como el
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aislamiento enzimático, este se enfoca en el uso de tripsina, dipasa o colagenasa pa-

ra disgregar la epidermis y desprender los queratinocitos; mientras que en el cultivo

enzimático, se realiza una digestión de la piel utilizando estas enzimas con el fin de

mantener la viabilidad de los queratinocitos, permitiendo su uso en cultivos posterio-

res; por otro lado, el método de raspado mecánico consiste en raspar la epidermis de

manera mecánica para recolectar queratinocitos; aunque es un proceso rápido, puede

reducir la viabilidad celular.En cuanto a los métodos basados en láser y microdisec-

ción, la microdisección por láser destaca por su alta precisión, lo que permite separar

los queratinocitos de las secciones del tejido con gran exactitud (Cuadra et al., 2023).

Las condiciones de asepsia para la biopsia por incisión o por sacabocados, incluyen la

preparación antiséptica de la piel del paciente, el uso de guantes y equipos estériles,

y la creación de un ambiente controlado para minimizar la contaminación (S. Khan

et al., 2021). Es esencial reconocer la diferencia entre las técnicas limpias y asépticas:

Técnicas limpias: es utilizada para biopsias por punción y afeitado (S. Khan

et al., 2021).

Técnica aséptica: se emplea en procedimientos más complejos como excisiones

y reparaciones de Mohs (S. Khan et al., 2021). Esta implica:

• Un contacto exclusivamente estéril (S. Khan et al., 2021).

• Un control estricto del entorno, como cerrar puertas durante los procedi-

mientos y minimizar el tráfico (S. Khan et al., 2021).

La implementación cuidadosa de estas medidas reduce significativamente el riesgo de

infecciones (S. Khan et al., 2021).

Las condiciones de asepsia para la biopsia ĺıquida, en el caso de la biopsia por punción,

incluye la recolección de tejido o ĺıquido mediante venopunción utilizando un sistema

de vaćıo estéril; es clave invertir suavemente las muestras varias veces y centrifugarlas

inmediatamente o después de un almacenamiento controlado a temperatura ambiente

o a 4°C.

Además, se debe añadir una solución tamponada neutra con formaldeh́ıdo al 10 % para

estabilizar las membranas celulares y reducir la lisis celular en los tubos EDTA antes

de la centrifugación, el almacenamiento y la centrifugación se deben llevar a cabo en

condiciones estériles para prevenir la contaminación, cumplir con los tiempos y tempe-

raturas recomendados para mantener la integridad del ADN (Gerber et al., 2020).

2.3.2. Obtención de células de la mucosa oral

La obtención de la toma de muestra de mucosa oral, se lleva a cabo de manera esteril

para prevenir una contaminación, luego se la coloca en una solución fŕıa de Hanks’
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Balanced Salt Solution (HBSS) con antibióticos y antimicóticos para conservar la via-

bilidad celular para poder transportarla hasta el laboratorio, en el cual se encargarán

de quitar el excedente de tejido conectivo y grasa subyacente con unas pizas y bistuŕı;

después se pone en una solución dipasa a 4°C en la noche para agilizar la división del

epitelio de la lámina propia (Aasen & Belmonte, 2010).

Por último, se corta en pequeños pedazos el epitelio, los cuales serán incubados con

TrypLE Select a 37 °C para desprender a los queratinocitos, estas células se esparcen

en placas de cultivo cubiertas con matriz de colágeno, un medio sin suero y una baja

cocentración de calcio, con la finalidad de que no se de una diferenciación prematura;

es un procedimiento que da como resultado una población de queratinocitos en gran

medida proliferativos, lo que los hace muy utilizados en estudios de bioloǵıa celular y

aplicaciones cĺınicas (Aasen & Belmonte, 2010).

2.3.3. Cultivo de células desprendidas

El cultivo de células desprendidas es una técnica que permite conseguir una gran can-

tidad de células homogéneas, para usar en diversas aplicaciones, estas pueden ser:

regeneración de tejidos, producción de anticuerpos, desarrollo de terapias celulares, in-

vestigación farmacológica y toxicológica (Tauchi et al., 2019).

El proceso que se debe seguir para cultivar células desprendidas, como los queratinocitos

se describe a continuación:

Aislamiento de queratinocitos: Se aislan los queratinocitos de las muestras de

piel (biopsias) o cabello arranacado, en el primer caso se debe retirar la epidermis

para procesarla y aplicar enzimas (dipasa o tripsina) y poder liberar estas células

(Aasen & Belmonte, 2010).

Métodos de cultivo: Existen dos métodos, estos son:

• Método dependiente de alimentadores: Emplea células alimentado-

ras irradiadas y medio de cultivo que contenga suero, con la finalidad de

impulsar un rápido crecimiento y alta resistencia a la apoptosis (Aasen &

Belmonte, 2010).

• Método libre de suero y alimentadores: Usa un medio bajo en calcio

para impedir la contaminación por otras células, sin la necesidad de utilizar

células alimentadoras (Aasen & Belmonte, 2010).

Cultivo Inicial: Se ocupan placas de cultivo tratadas con una matriz de recu-

brimiento, como cólageno tipo I para maximizar el rendimiento de los queratino-

citos, esto se debe cambiar cada 2 a 3 d́ıas, ya que de esta manera se conserva un

ambiente ideal para el crecimiento de las células (Aasen & Belmonte, 2010).
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Mantenimiento y pasaje de células: Se espera hasta que la concurrencia de

las células este en un 70 % a 75 % para disociarlas con tripsina y moverlas a nuevas

placas de cultivo cada dos semanas, de esta manera se evita la diferenciación y

senescencia de los queratinocitos (Aasen & Belmonte, 2010).

2.4. Medios de cultivo para queratinocitos

Los medios de cultivos para los queratinocitos son soluciones nutritivas, las cuales fa-

vorecen al crecimiento y proliferación de estas células en un ambiente in vitro, ya que

cuentan con nutrientes esenciales, factores de crecimiento y hormonas que simulan las

condiciones fisiológicas del cuerpo humano para conservar la viabilidad celular y pro-

ducir colonias (Takagi et al., 2011).

Los medios más utilizados para el cultivo de queratinocitos in vitro son: DMEM, medio

con suero, medio sin suero (VN), medio basal con suero, medios libres de suero y sin

alimentadores, MCDB 153, Surge y SFM Light (Batista, 2011; Ghio et al., 2023; Lamb

& Ambler, 2013; Richards et al., 2008; Seo et al., 2016).

2.4.1. Composición básica de los medios de cultivo

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) : Este medio contiene 10 %

FBS (suero bovino fetal) y 1 % solución antibiótica/antimicótica (Seo et al., 2016).

Medio con suero: Es un medio DMEM o HAMS (Invitrogen), que contiene

0.4 mg/mL de hidrocortisona, 10 µg/mL de factor de crecimiento epidérmico

(EGF), 0.1 nM de toxina colérica, 1.8 × 10−4 M de adenina, 2 × 10−7 M de

triyodotironina-L, 5 µg/mL de insulina, 5 µg/mL de transferrina, 2 mM de glu-

tamina, 1000 IU/mL de penicilina/1000 µg/mL de estreptomicina y 10 % de suero

fetal bovino (FBS) (Richards et al., 2008).

Medio sin suero (VN): Compuesto por medio DMEM, 0.4 mg/mL de hidro-

cortisona, 10 µg/mL de factor de crecimiento epidérmico (EGF), 0.1 nM de toxina

colérica, 1.8 × 10−4 M de adenina, 2 × 10−7 M de triyodotironina-L, 5 µg/mL de

insulina, 5 µg/mL de transferrina, 2 mM de glutamina, 1000 IU/mL de penicili-

na/1000 µg/mL de estreptomicina, incluye la combinación VN:GF (Vitronectina

(VN) a 10 ng/mL, IGF-I a 50 ng/mL y IGFBP-3 a 250 ng/mL) (Richards et al.,

2008).

Medio basal con suero: Esta conformado por suero y suplementado con fac-

tores de crecimiento (Lamb & Ambler, 2013).

Medios libres de suero y sin alimentadores: Es un medio que han sido

creado en la última década con la finalidad de impedir que agentes potencialmente

dañinos como la encefalopat́ıa espongiforme bovina y algunos virus de ratón; este
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medio al estar libre de suero y de alimentadores, posibilitan la propagación y

expansión de queratinocitos humanos (Lamb & Ambler, 2013).

MCDB 153: Es un medio conformado por 153 a 1 g/L de glucosa, insulina,

transferrina, hidrocortisona y selenio (Batista, 2011).

Surge SFM Light: El medio esta compuesto con factores de crecimiento, ele-

mentos traza espećıficos para la supervivencia y proliferación de queratinocitos

(Ghio et al., 2023).

2.4.2. Medios con factores de crecimiento y hormonas para

queratinocitos

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): Esta constituido por EGF

(Epidermal Growth Factor), insulina, hidrocortisona y transferrina (Seo et al.,

2016).

Medio con suero: Esta compuesto con 0.4 mg/mL de hidrocortisona, 10 µg/mL

de factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), 0.1 nM de toxina Colérica, 2 × 10−7

M de triyodotironina-L y 5 µg/mL de insulina (Richards et al., 2008).

Medio sin suero (VN): Contiene 0.4 mg/mL de hidrocortisona, 10 µg/mL de

factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), 0.1 nM de toxina Colérica, 2 × 10−7

M de triyodotironina-L y 5 µg/mL de insulina (Richards et al., 2008).

Medio basal con suero: Su composición lleva insulina, hidrocortisona, toxina

del cólera, y factor de crecimiento epidérmico (Lamb & Ambler, 2013).

Medios libres de suero y sin alimentadores: Es un medio conformado de

insulina, hidrocortisona, toxina del cólera, y factor de crecimiento epidérmico

(Lamb & Ambler, 2013).

MCDB 153: Es una combinación de Epidermal Growth Factor (EGF), bovine

Pituitary Extract (BPE) y hydrocortisona (Batista, 2011).

Surge SFM Light: El medio es una mezcla de Fibroblast Growth Factor (FGF),

keratinocyte Growth Factor (KGF), colera Toxin e isoproterenol, este último se

útiliza en unos cuantos cultivos primarios (Ghio et al., 2023).

2.4.3. Medios con suplementos adicionales para el cultivo de

queratinocitos

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): Es un medio conformado

de FBS (suero bovino fetal) y antibióticos o antimicóticos (Seo et al., 2016).
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Medio con suero: Contiene 1.8 × 10−4 M de adenina, 5 µg/mL de transferrina,

2 mM de glutamina y antibíıticos (1000 IU/mL de penicilina o 1000 µg/mL de

estreptomicina) (Richards et al., 2008).

Medio sin suero (VN): Esta compuesto 1.8 × 10−4 M de adenina, 5 µg/mL

de transferrina, 2 mM de glutamina y antibíıticos (1000 IU/mL de penicilina o

1000 µg/mL de estreptomicina) (Richards et al., 2008).

Medio basal con suero: Es un medio que tiene calcio exógeno en su compo-

sición (Lamb & Ambler, 2013).

Medios libres de suero y sin alimentadores: El medio es una mezcla de

calcio exógeno y 10 % de suero FBS (inactivado por calor pero no hervido), este

último ayuda a la formación de una epidermis estratificada (Lamb & Ambler,

2013).

MCDB 153: Esta conformado por Aurintricarboxylic Acid (ATA), sodium Py-

ruvate, selenium, penicillin-Streptomycin-Glutamine y fetal Bovine Serum (FBS)

(Batista, 2011).

Surge SFM Light: Se elabora con fibronectina plasmática humana derivada

(Ghio et al., 2023).

2.5. Condiciones de cultivo para queratinocitos

El cultivo in vitro de queratinocitos es una técnica ampliamente utilizada en la inves-

tigación biomédica y dermatológica. Para garantizar el crecimiento y la viabilidad de

estas células, es necesario establecer y mantener condiciones óptimas en varios aspec-

tos cŕıticos del entorno de cultivo, incluyendo temperatura, pH, osmolaridad, humedad,

concentración de ox́ıgeno, adhesión celular y el tipo de soporte. Establecer estas con-

diciones adecuadas es fundamental para replicar el entorno fisiológico natural de los

queratinocitos y asegurar su correcto comportamiento en el cultivo (Ghio et al., 2019;

Mattei et al., 2020).

2.5.1. Temperatura, pH y osmolaridad

La temperatura es un factor crucial en el cultivo de queratinocitos. Según el método

descrito por Cortez S. en 2019, las co-culturas de queratinocitos humanos normales

(nhK) deben incubarse a una temperatura constante de 37 °C. Este entorno replica las

condiciones fisiológicas del cuerpo humano, proporcionando un ambiente óptimo para

el crecimiento y proliferación de las células (Ghio et al., 2019).
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El pH del medio de cultivo se debe ajustar entre 7.1 a 7.4, ya que la precisión en el

ajuste del pH es vital para mantener un ambiente estable que favorezca la superviven-

cia y funcionalidad de los queratinocitos (Ghio et al., 2019; Gönczi et al., 2007).

En el estudio realizado por Gönczi, se determinó que los queratinocitos humanos in-

mortalizados (HaCaT) se cultivaron en condiciones hipotónicas con una osmolaridad

de aproximadamente el 50 % de la solución de Tyrode original, es decir, 174 ± 2 mOs-

mol/l; para lograr esta osmolaridad se tuvo que eliminar la mitad del Na-glutamato en

la solución de Tyrode, lo cual permitió investigar los efectos del estrés hipotónico en el

potencial de membrana y la proliferación de los queratinocitos (Gönczi et al., 2007).

2.5.2. Humedad y concentración de dióxido de carbono

La atmósfera de incubación también debe tener un control estricto de la humedad y

la concentración de dióxido de carbono, Cortez S. sugiere una atmósfera con 8 % de

CO2 y 100 % de humedad, condiciones que se consideran óptimas para la proliferación

y diferenciación de los queratinocitos, esto se debe a que una alta humedad evita la

desecación del medio de cultivo, mientras que el control del CO2 ayuda a mantener el

pH adecuado del medio (Ghio et al., 2019).

2.5.3. Adhesión celular y tipo de soporte

Hay diferentes tipos de estudios sobre adhesión celular y tipo de soporte, ya que estos

son cruciales para el éxito del cultivo de queratinocitos. Según el estudio realizado por

Mattei en 2020, menciona que los queratinocitos de la ĺınea celular HaCaT fueron incu-

bados con diferentes concentraciones del enjuague bucal blue®m (1, 10 y 100 µl/ml),

utilizando otro pozo como control sin la presencia del enjuague. Este tipo de ensayo

permite evaluar la proliferación celular en respuesta a diferentes tratamientos, mos-

trando la importancia del medio y de los suplementos espećıficos en el cultivo celular

(Mattei et al., 2020).

Por otro lado, el método descrito por Cortez S. utiliza biopsias de piel humana nor-

mal, de las cuales se extraen queratinocitos normales (nhK) y fibroblastos humanos

irradiados (HFL). Los fibroblastos no proliferativos sirven como una capa de soporte

para los queratinocitos, facilitando su adhesión y crecimiento. Este enfoque destaca la

importancia de los andamios y matrices en la creación de un entorno tridimensional

que soporte el crecimiento celular (Ghio et al., 2019).

Adicionalmente, el estudio de Borowiec en 2013 investigó los efectos de varios trata-

mientos en la proliferación y viabilidad de los queratinocitos, mostrando que ciertas

concentraciones de los compuestos probados aumentaron significativamente la prolifera-
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ción celular, mientras que otras tuvieron un efecto citotóxico. Estos resultados subrayan

la necesidad de optimizar el medio de cultivo y los tratamientos suplementarios para

mejorar la viabilidad y proliferación celular (Borowiec et al., 2013).

Por último, Batista evaluó la efectividad de diferentes medios de cultivo para el cre-

cimiento de queratinocitos humanos en 2011. Los resultados demostraron que ciertas

formulaciones de medios mejoraron significativamente la proliferación y viabilidad ce-

lular, sugiriendo su uso potencial en aplicaciones cĺınicas. Esto resalta la importancia

de seleccionar el medio adecuado para obtener resultados óptimos en el cultivo de que-

ratinocitos (Batista, 2011).

2.6. Crecimiento y proliferación de queratinocitos in

vitro

Los queratinocitos son las células predominantes en la epidermis, y su proliferación

es crucial para la regeneración y mantenimiento de la piel. En sus estudios, Cabunac

ha demostrado que factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento Epidérmico

(EGF) juegan un papel significativo en la proliferación de queratinocitos tanto orales

como epidérmicos. (Cabunac et al., 2016).

Cabunac, ha observado que en cultivos in vitro las concentraciones bajas de EGF (de

2ng/L a 10ng/L) aceleran la proliferación de queratinocitos; otros factores como la com-

posición de la matriz extracelular (ECM) y la presencia de integrinas también afectan

la adhesión y proliferación de estas células. (Dickhuth et al., 2015).

2.6.1. Cinética de crecimiento y ciclo celular

La cinética de crecimiento y ciclo celular se enfoca en estudio de las tasas y los procesos

que se realizan, para conocer cuantas células proliferan y se dividen; a su vez analizan

las diferentes fases del ciclo celular y su duración, incluyen los siguientes estadios: el

crecimiento inicial (G1), la de śıntesis de ADN (S), la preparación para la mitosis (G2)

y la mitosis (M) (D & Flaxman, 1974).

La cinética de crecimiento de los queratinocitos en cultivo sigue fases caracteŕısticas: fa-

se de adaptación (lag phase), fase logaŕıtmica (log phase) donde ocurre la duplicación

celular, fase estacionaria (stationary phase) y fase de muerte celular (death phase).

Durante estas fases, los queratinocitos muestran diferentes tasas de proliferación y

apoptosis. (Dickhuth et al., 2015).
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Figura 2-1.:

Ciclo celular

Nota. Proceso de proliferación de células. Imagen obtenida de: Bioloǵıa 2°A por Oscar

Montecinos, 2013.
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Figura 2-2.:

Cinética celular

Nota. Cinética de crecimiento celular. Imagen obtenida de: Filadd por Sof́ıa, 2019.

2.6.2. Métodos para evaluar la viabilidad celular

Los métodos para evaluar la viabilidad celular son técnicas que se emplean con el

objetivo definir la capacidad de las células para mantener su actividad metabólica,

proliferarse y diferenciarse, con la finalidad de demostrar el estado de salud y funcio-

nalidad de las mismas (Şenkal et al., 2022).

Los métodos comunes para evaluar la viabilidad celular utilizan los siguientes equipos:

CASY Cell Counter: Utilizado para contar células y analizar su viabilidad

mediante una técnica de medición de part́ıculas conocida como análisis de área

de pulso (Dickhuth et al., 2015).

WST-1 Assay: Un ensayo no radiactivo y espectrofotométrico que cuantifica

la viabilidad celular midiendo la actividad mitocondrial (Dickhuth et al., 2015).

xCELLigence System: Permite un análisis en tiempo real de la proliferación

celular, proporcionando datos sobre el conteo celular, la viabilidad, la morfoloǵıa

y la adhesión celular (Dickhuth et al., 2015).

2.6.3. Factores que afectan el crecimiento de los queratinocitos

El crecimiento de los queratinocitos puede ser influenciado por varios factores:
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Factores de crecimiento: El EGF es crucial para la proliferación y migra-

ción de queratinocitos. Diferentes concentraciones de EGF pueden tener efectos

variados; concentraciones bajas favorecen la proliferación mientras que concen-

traciones altas pueden tener un efecto migratorio más que proliferativo (Cabunac

et al., 2016).

Composición de la matriz extracelular (ECM): La presencia de compo-

nentes como colágeno IV y laminina en la ECM facilita la adhesión y proliferación

de los queratinocitos. Las integrinas juegan un papel esencial en la mediación de

estas interacciones célula-ECM (Dickhuth et al., 2015).

Condiciones de cultivo: Las condiciones como la temperatura de cultivo pue-

den influir en la proliferación. Por ejemplo, temperaturas de 34°C pueden mejorar

la proliferación de queratinocitos (Dickhuth et al., 2015).

Factores externos: Factores liberados por plaquetas, como los factores de

crecimiento derivados de plaquetas (PRGF), pueden inhibir la proliferación de

queratinocitos en concentraciones dependientes (Bayer et al., 2018).

Como dato adicional, algunos estudios han demostrado que las condiciones de cultivo,

como el uso de extracto de embrión de pollo y plasma en la preparación de cultivos de

queratinocitos, pueden influir en el crecimiento y proliferación de estas células (D &

Flaxman, 1974).

Estos factores combinados determinan la eficacia y la velocidad del crecimiento de que-

ratinocitos en condiciones in vitro, siendo cruciales para aplicaciones en ingenieŕıa de

tejidos y estudios dermatológicos.

2.7. Diferenciación de queratinocitos in vitro

La diferenciación de los queratinocitos es un proceso fundamental en el mantenimiento

de la homeostasis de la piel y la formación de la barrera epidérmica. Los modelos de cul-

tivo in vitro han sido ampliamente utilizados para estudiar los mecanismos moleculares

y celulares que regulan este proceso, aśı como para evaluar el impacto de diferentes

factores en la diferenciación de los queratinocitos (Bikle et al., 2012; El-Ghalbzouri

et al., 2002).

2.7.1. Modelos de diferenciación en cultivo

Cultivo de queratinocitos en monocapa: Este modelo es muy utilizado

debido a su simplicidad y reproducibilidad. Además de la privación de calcio y

la adición de agentes como el ácido retinoico o la vitamina D3, también se pue-

den usar otros inductores de la diferenciación, como el ácido but́ırico, el ácido
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valpróico o el interferón-gamma. Los cambios morfológicos y bioqúımicos obser-

vados durante la diferenciación en este modelo incluyen la formación de gránulos

de queratohialina, la expresión de protéınas estructurales como las involucrina

y las queratinas suprabásicas, y la formación de un estrato córneo (Bikle et al.,

2012; Micallef et al., 2009).

Cultivo de queratinocitos en aire-ĺıquido: Este modelo permite estudiar

los distintos estadios de la diferenciación epidérmica, desde la capa basal hasta

el estrato córneo. La expresión de marcadores de diferenciación espećıficos, como

las queratinas K1 y K10, la involucrina y la loricrina, sigue un patrón similar al

observado en la epidermis humana in vivo. Este modelo ha sido utilizado para

evaluar el impacto de diferentes compuestos y tratamientos en la formación de la

barrera epidérmica y la integridad de la función barrera (Poumay & Pittelkow,

1995; Pruniéras et al., 1983).

Cultivo de queratinocitos en matrices de colágeno o equivalentes dérmi-

cos: Estos modelos tridimensionales permiten estudiar la interacción entre los

queratinocitos y su entorno, incluyendo la influencia de la matriz extracelular y

las señales procedentes de otros tipos celulares, como los fibroblastos. Estas inter-

acciones pueden modular la diferenciación de los queratinocitos y la formación de

la barrera epidérmica a través de v́ıas de señalización como TGF-β, Wnt y Notch

(Blanpain et al., 2006; Proksch et al., 2008). Estos modelos han sido utilizados

para evaluar la eficacia de nuevos compuestos y terapias en la regeneración de la

piel y el tratamiento de enfermedades relacionadas con la diferenciación anormal

de los queratinocitos.

2.7.2. Factores de la diferenciación de queratinocitos

Estos se puede ver afectados por factores internos y externos, como:

Factores de transcripción: Los factores de transcripción como p63, Klf4,

Ovol1/2 y AP-1, otros factores como C/EBPα, C/EBPβ y Grainy head-like

(Grhl) también participan en la regulación de la diferenciación de los querati-

nocitos (Candi et al., 2006; Segre et al., 1999; Truong et al., 2006). Estos factores

de transcripción actúan en diferentes etapas de la diferenciación y regulan la

expresión de genes involucrados en la formación de la barrera epidérmica, la

adhesión celular y la respuesta al estrés.

Vı́as de señalización: La v́ıa de señalización Notch desempeña un papel crucial

en la regulación de la diferenciación de los queratinocitos, actuando como un in-

terruptor entre la proliferación y la diferenciación (Blanpain et al., 2006). La v́ıa

de señalización Wnt también es importante en la diferenciación de los queratino-

citos, regulando la expresión de genes involucrados en la formación de la barrera

epidérmica. Otras v́ıas de señalización relevantes incluyen la v́ıa de señalización
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TGF-β, que regula la proliferación y la diferenciación de los queratinocitos, y la

v́ıa de las MAPK, que modula la respuesta a est́ımulos externos como el estrés

oxidativo.

Factores de crecimiento y citocinas: Factores como EGF, KGF, TGF-α,

IL-1 e IL-6, otros factores como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

y el factor de crecimiento epidérmico (HB-EGF) también desempeñan un papel

importante en la regulación de la diferenciación de los queratinocitos (Li et al.,

2024). Estos factores actúan a través de v́ıas de señalización espećıficas y pueden

modular la proliferación, la migración y la diferenciación de los queratinocitos.

Interacciones célula-célula y célula-matriz: Las interacciones entre los que-

ratinocitos y las células vecinas, como los fibroblastos y los melanocitos, pueden

modular la diferenciación a través de la liberación de factores solubles y la acti-

vación de v́ıas de señalización espećıficas (Proksch et al., 2008). Las interacciones

con la matriz extracelular también son importantes, ya que las protéınas de la

matriz, como las lamininas y los colágenos, pueden regular la diferenciación de

los queratinocitos a través de la activación de v́ıas de señalización mediadas por

integrinas.

Factores ambientales: La radiación UV puede inducir la diferenciación pre-

matura de los queratinocitos y alterar la formación de la barrera epidérmica a

través de la generación de especies reactivas de ox́ıgeno y la activación de v́ıas

de señalización como la v́ıa de las MAPK. Otros factores ambientales, como los

contaminantes qúımicos y los agentes f́ısicos, también pueden modular la diferen-

ciación de los queratinocitos a través de diversos mecanismos, como la alteración

de la expresión génica y la activación de v́ıas de señalización espećıficas (Segre

et al., 1999).

2.8. Aplicaciones de los cultivos de queratinocitos in

vitro

La principal aplicación del cultivo de queratinocitos in vitro en la medicina regene-

rativa, es el tratamiento de heridas grandes y complejas, como quemaduras severas o

extirpación de tumores, ya que es una alternativa eficaz a los injertos de piel tradicio-

nales; además, se utiliza en la creación de autoinjertos epiteliales cultivados (CEA) que

pueden cubrir grandes defectos cutáneos (Aojanepong et al., 2022).

Se puede realizar modelados 2D y 3D de la piel para crear tejidos artificiales que pueden

ser usados en terapias celulares, comprender la fisioloǵıa y patoloǵıa cutánea (Miller

et al., 1997); también son estudiados e inventados mecanismos de detección sensorial y

tratamientos del dolor; y con el propósito de la evaluación de la seguridad de productos
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y tratamientos dermatológicos, los modelos in vitro son utilizados como una alternativa

a las pruebas en animales (Xu et al., 2022).

Los cultivos in vitro de queratinocitos también se pueden aplicar a la diferenciación de

células madre en la epidermis, procesos inflamatorios, la producción de cosméticos y la

evaluación de agentes (Fujisaki et al., 2019)..

Otra aplicación de los cultivos de queratinocitos in vitro es la investigación de quera-

tinocitos primarios humanos obtenidos de la mucosa colorrectal normal, debido a su

localización se puede estudiar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en

el inicio y progresión del carcinoma colorrectal y otras enfermedades intestinales (To-

rreggiani et al., 2019).

2.8.1. Estudios de toxicidad y citotoxicidad

En la actualidad existen una gran variedad de estudios sobre toxicidad y citotoxicidad

en piel cultivada in vitro empleando diferentes tipos de células. Un caso espećıfico, es

el uso de queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT) para crear un cultivo tridi-

mensional y evaluar su toxicidad; este cultivo presento una expresión génica y proteica

similar a la de la piel, lo cual lo hace apropiado para los análisis de toxicidad, para esto

se expusieron los cultivos 3D a varios compuestos qúımicos durante 1 y 24 horas, luego

se examinaron en el microsocopio y los resultados determinaron que el cultivo in vitro

de HaCaT respondieron de manera más parecida a la piel humana en comparación

con los cultivos en monocapa, bidimensionales o pruebas en animales, por lo que los

cultivos tridimensionales son recomendados para estudios de toxicoloǵıa porque dan

resultados más fiables (Şenkal et al., 2022).

Mientras que, un estudio de citotoxicidad sobre el agua ozonizada y los desinfectantes

de manos, de este último provaron diferentes productos, los cuales estan compuestos de

etanol, cloruro de benzalconio, povidona yodada y clorhexidina en un modelo de epi-

dermis tridimensional creado a base de queratinocitos humanos; analizaron los daños

estructurales que se dieron en el estrato córneo y los queratinocitos, la producción de

interleucina 1α usando el método de barrido por microscoṕıa electrónica con tinción

con hematoxilina-eosina. Gracias a esto, determinaron que más del 80 % de los querati-

nocitos mueren al ser expuestos 15 minutos a los desinfectantes, pero el agua ozonizada

causa menos daño y no produce una respuesta inflamatoria (Kashiwazaki et al., 2020).

2.8.2. Ensayos de irritación y sensibilidad dérmica

Los ensayos de irritación y sensibilidad dérmica se centran en el análisis y evalua-

ción de los modelos de piel humana cultivada in vitro, espećıficamente EPISKIN®
y EpiDerm™, los cuales tienen como objetivo determinar el potencial irritante de las

sustancias qúımicas en la piel humana, para optimizar la sensibilidad y especificidad de
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los modelos in vitro y ajustarse con los resultados obtenidos en pruebas in vivo [? ]. El

protocolo Modified EpiDerm SIT, se centra en optimizar la sensibilidad para reconocer

irritantes cutáneos, mantiendo una alta especificidad; mientras que, proporciona una

técnica eficaz para clasificar y regular las sustancias qúımicas en base a su capacidad

de irritabilidad (Kandárová et al., 2009).

También se pueden realizar ensayos de irritación y sensibilidad dérmica en una ĺınea

celular sensora basada en queratinocitos humanos (HaCaT), estos son modificados

genéticamente para revelar la protéına verde fluorescente (GFP) cuando se use el gen

HSP70B’ (Hofmann et al., 2014). El objetivo de este ensayo es proporcionar una he-

rramienta sensible y rápida para determinar respuestas de estrés oxidativo en quera-

tinocitos expuestos a sustancias qúımicas, como su estado redox, ya que este actúa

como un indicador temprano del desarrollo de trastornos de la piel humana como la

dermatitis de contacto alérgica e irritante; además, favorece el desarrollo de sistemas

de análisis micro-total (µTAS), los cuales son aplicables en dermatoloǵıa, toxicoloǵıa,

farmacoloǵıa y cribado de fármacos (Hofmann et al., 2014).

2.8.3. Ingenieŕıa de tejidos y medicina regenerativa

La Ingenieŕıa de Tejidos, se origino a partir de las décadas de 1980 y 1990, busca re-

construir tejido humano o animal dentro del cuerpo del receptor o fabricar el tejido en

un biorreactor para luego injertarlo al sujeto, creando aśı un tejido autólogo (Curtis &

Riehle, 2001; Liu & Cao, 2011). Para la reconstrucción de tejidos, se pueden utilizar

sustratos no vivos que ayudan a mejorar el volumen y la resistencia en áreas afectadas

por extirpación o daño del tejido (Curtis & Riehle, 2001).

Inicialmente, la Ingenieŕıa de Tejidos se consideraba parte del subcampo de biomateria-

les, ya que abordaba la reparación o sustitución de hueso, cart́ılago, vasos sangúıneos y

piel (Bronzino, 2016). En 1988, un taller de la Fundación Nacional de Ciencias definió

la expresión Ïngenieŕıa de Tejidos”, centrada en la reconstrucción de tejidos utilizando

biomateriales, andamios y factores de crecimiento (Akter, 2016). Este campo emplea

métodos de ingenieŕıa y ciencias de la vida para entender la relación estructura-función

en tejidos normales y patológicos de mamı́feros, aśı como para desarrollar sustitutos

biológicos que reparen o reemplacen tejidos u órganos (Bronzino, 2016; Verma & Ver-

ma, 2013). Es una disciplina multidisciplinaria que combina ciencia y medicina con el

objetivo de crear sustitutos funcionales para reparar, preservar y mejorar tejidos lesio-

nados, además de satisfacer la demanda de órganos para trasplantes.

En la actualidad, la Ingenieŕıa de Tejidos forma parte de la Ingenieŕıa Biomédica, que

integra bioloǵıa e ingenieŕıa para desarrollar tejidos celulares in vitro o restaurar tejidos

dentro del cuerpo. Esto requiere abordar problemas en los procedimientos de injertos y

terapias celulares, tales como la recolección de tejidos, el procesamiento y aislamiento
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de células, las pruebas de seguridad, y el almacenamiento y control de cultivos (Mc-

Clelland et al., 2005; Verma & Verma, 2013).

Otros investigadores, como E. Lavik y R. Langer, afirman que la Ingenieŕıa de Tejidos

abarca la bioloǵıa celular, la ciencia de los materiales, la ingenieŕıa de reactores y la

investigación cĺınica para crear tejidos u órganos similares a los del receptor o modifi-

cados usando células madre y progenitoras (Lavik & Langer, 2004).

En 1997 Whithman propuso incorporar plasma rico en plaquetas (PRP) en la cola de

fibrina, dando aśı inicio a la medicina regenerativa; un año más tarde, Marx reveló que

el PRP pod́ıa inducir la regeneración ósea en la mand́ıbula, lo que potenció este método

en la comunidad cient́ıfica (Porcellini, 2009). Definiendo aśı, a la medicina regenerativa

como la encargada de reemplazar o reparar tejidos y órganos enfermos mediante el

uso de células madre con un alto potencial de diferenciación multipotente y productos

biológicos cultivados in vitro, los cuales se aplicaran in vivo, con la finalidad de inducir

la migración y proliferación de células madre al tejido dañado, y aśı reparar el tejido

afectado (Porcellini, 2009).

A su vez, la medicina regenerativa trabaja en conjunto con la bioloǵıa celular, la inge-

nieŕıa biomédica y la medicina cĺınica para tener un enfoque multidisplinario al momen-

to de crear sustitutos biológicos funcionales con el objetivo de estimular la regeración

de tejidos y órganos (Muraca et al., 2007). En la actualidad esta área cuenta con una

variedad de aplicaciones, puede utilizarse en la terapia celular, la ingenieŕıa de tejidos

y los órganos bioartificiales, pero a pesar de los avances que existen en este campo,

sigue siendo considerado experimental y se debe demostrar su efectividad al pasar del

laboratorio a la práctica cĺınica (Muraca et al., 2007).

2.8.4. Modelos de enfermedades de la piel

Para estudiar las enfermedades dermatológicas se utilizan modelos tridimensionales de

epidermis, ya que estos permiten recrear el microambiente de la piel nativa, de es-

ta manera se puede obtener información sobre la patogénesis de diversas condiciones

dermatológicas, para esto se emplea el método de uso de la dermis descelularizada,

andamiajes de colágeno y bioimpresión 3D, con el objetivo de recrear modelos de piel

humana que ayuden a comprender los mecánismos subyacentes de las enfermedades

cutáneas (Stanton et al., 2022).

Con los avances tecnológicos que existen en la actualidad se han desarrollado mode-

los digitales para clasificar y diagnosticar enfermedades en la piel, para ello utilizan

procesamiento de imágenes y aprendizaje automático. Empieza con la adquisición de

imágenes, luego con un preprocesamiento, continua con una segmentación, finaliza con

la extracción de caracteŕısticas y clasificación; para reconocer patrones importantes de
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cuatro enfermedades: acné, angioma cereza, melanoma y psoriasis (Aldera et al., s.f.).

Además, este modelo utilizó algoritmos de aprendizaje automático, como SVM, RF y

K-NN, siendo el clasificador SVM el más efectivo, ya que alcanzó una precisión del

90.7 %; mientras que, su principal función era diagnosticar las enfermedades a una alta

velocidad y exactitud, ayudando a śı a los dermatólogos en el diagnóstico (Aldera et al.,

s.f.).

26



3. Marco metodológico

3.1. Equipos e insumos

3.1.1. Equipos

La tabla 3-1 presenta el costo estimado de los equipos que se van a utilizar para la

investigación y que cuentan los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana.

Tabla 3-1.:

Equipos

Denominación Cantidad Costo Unitario ($) Costo Total ($)
Incubadora 1 2000 2000

Microscopio óptico 1 1500 1500

Autoclave 1 1500 1500

Centŕıfuga 1 3000 3000

Baño Maŕıa 1 100 100

Cámara de bioseguridad 1 6000 6000

Refrigerador 1 500 500

Congelador 1 1000 1000

Espectrómetro de absorción 1 2000 2000

Equipo de citometŕıa de flujo 1 30000 30000

Nota. Equipos utilizados para el cultivo celular de queratinocitos in vitro, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.

3.1.2. Reactivos

La tabla 3-2 se puede observar el presupuesto estimado de los reactivos que se van

a emplear para el proyecto, los cuales se encuentran en los laboratorios de ciencia de

la vida de la Universidad Politécnica Salesiana, a excepción de la clorhexidina que se

tuvieron que conseguir de manera externa.

Nota. Reactivos utilizados para el cultivo celular de queratinocitos in vitro, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.
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Tabla 3-2.:

Reactivos

Denominación Cantidad Costo Costo

Unitario ($) Total ($)
Células de queratinocitos inmortales (HaCaT) 100 µg $ 612.97 $ 612.97

Suero fetal bovino (FBS) 50 ml $ 110.74 $ 110.74

Medio de cultivo DMEM 500 ml $ 35.50 $ 35.50

Tripsina EDTA 100 ml $ 19.76 $ 19.76

Antibióticos (penicilina/estreptomicina/anfotericina B) 20 ml $ 37.46 $ 37.46

Etanol 70 % 500 ml $ 27.90 $ 27.90

Clorhexidina 500 ml $6.75 $ 6.75

3.1.3. Materiales

En la tabla 3-3 se muestra el costo de los materiales que se van a necesitar usar en el

proyecto de investigación y que deben ser adquiridos por el tesista.

Tabla 3-3.:

Materiales.

Denominación Cantidad Costo Unitario ($) Costo Total ($)
Guantes quirúrgicos 25 $ 1.01 $ 25.48

Batas esteriles desechables 6 $ 3.27 $ 19.62

Gorros esteriles desachables 6 $ 0.05 $ 0.30

Zapatones esteriles desechables 6 $ 0.25 $ 1.50

Gafas de bioseguridad 3 $ 2.50 $ 7.50

Tubos Falcon de 15 ml 4 $25.29 $ 25.29

Tubos Falcon de 50 ml 4 $25.29 $ 25.29

Matraz de cultivo celular T25 4 $ 3.14 $ 12.56

Controladores de pipetas serológicas 1 50 50

Micropipetas serológicas 1 40 40

Puntas para micropipetas 20 15 15

Pipetas serológicas de 5 ml 20 $ 22 $ 22

Nota. Materiales utilizados para el cultivo celular de queratinocitos in vitro, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.
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3.2 Metodoloǵıa de la Investigación

3.2. Metodoloǵıa de la Investigación

El presente estudio es una investigación experimental transversal, realizado en el perio-

do 64, con enfoque cualitativo y cuantitativo, teniendo en cuenta los siguientes reque-

rimientos: insumos, reactivos y equipos utilizados para llevar a cabo este proyecto en

función a la información que se va a recolectar y analizar, siendo esta: el crecimiento y

viabilidad celular de los queratinocitos cultivados un vitro; además, el tipo de investi-

gación que se realizó fue exploratorio y aplicado, esto con respecto a la naturaleza del

problema.

Por otra parte, se utilizó una metodoloǵıa descriptiva para explicar el proceso y las

caracteŕısticas que tienen los queratinocitos cultivados in vitro, de esta manera se co-

noció el alcance de la investigación y permitir que en el futuro se desarrollen proyectos

de cultivo celular de tejido epitelial in vitro.

3.3. Metodoloǵıa del proceso

El proceso de investigación se estructura en las siguientes etapas:

Identifición de necesidades: por medio de una revisión bibliográfica se determina-

ron los conceptos más importantes con respecto al cultivo celular de queratinocitos in

vitro y el método que se va a utilizar para diseñar el protocolo de cultivo in vitro de

queratinocitos. Esto se describe en el caṕıtulo 2.

Revisión de recursos materiales: se identificó información acerca de los equipos,

insumos, reactivos y materiales a utilizarse para la realización del cultivo de querati-

nocitos in vitro, el mismo que se detalla en el caṕıtulo 3.

Desarrollo del protocolo de cultivo celular de queratinocitos in vitro: se ex-

pone el formato elaborado del protocolo y la descripción paso a paso de cada item que

se debe cumplir para su implementación piloto, utilizando la ĺınea celular de querati-

nocitos humanos inmortalizados (HaCaT) donado por la Dra. Marbel Torres directora

de la carrera de Biotecnoloǵıa de la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE) de

Sangolqúı. Además, se presenta un análisis de los resultados obtenidos y una evaluación

de la viabilidad celular, esto se presenta en el caṕıtulo 4.

Conclusiones y recomendaciones: se plantearon las conclusiones en relación con

los objetivos; mientras que, en las recomendaciones se propone implementar una sala

destinada para el cultivo celular humano en el caṕıtulo 5.
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4. Desarrollo del protocolo de cultivo

celular de queratinocitos in vitro

Este protocolo esta orientado al cultivo de queratinocitos in vitro en los laboratorios de

ciencias de la vida de la Universidad Politécnica Salesiana, utilizando la ĺınea celular

de queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT), debido a que cuenta con una gran

variedad de caracteŕısticas fenot́ıpicas y una alta cantidad de propagación (Deyrieux

& Wilson, 2007).

4.1. Normas de bioseguridad

1. Al entrar a la área gris (es una zona de preparación del personal, aqúı también se

realiza el lavado quirúrgico (Canovas, 2018)), se debe cumplir con ciertas normas

de bioseguridad, como el uso de equipos de protección personal (EPP) (for the

Advancement of Medical Instrumentation (AAMI), 2010), estos son:

Guantes de procedimiento (for the Advancement of Medical Instrumentation

(AAMI), 2010).

Mascarilla KN-95 (for the Advancement of Medical Instrumentation (AA-

MI), 2010).

Gafas protección (for the Advancement of Medical Instrumentation (AAMI),

2010).

Gorro desechables estériles (for the Advancement of Medical Instrumenta-

tion (AAMI), 2010).

Zapatones desechables estériles (for the Advancement of Medical Instrumen-

tation (AAMI), 2010).

Esto tiene como finalidad, evitar contaminar las células o tejidos con los que se

vaya a trabajar (Méndez & Inca, 2018).

2. Realizar un lavado de manos quirúrgico con clorhexidina, este debe durar de 40

a 60 segundos, para que las manos y antebrazos queden desinfectados (Méndez

& Inca, 2018), indicado en el Anexo A.

3. Secar con un campo estéril, se procede a ponerse los guantes y la bata quirúrgica

(Méndez & Inca, 2018).
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4.2 Activación de células

4.1.1. Desinfección al área de trabajo

1. Efectuar una desinfección qúımica en las superficies inorgánicas y materiales in-

animados, empleando etanol al 70 %, para disminuir el número de agentes biológi-

cos. También se puede utilizar cuando se sospeche de una contaminación en los

instrumentos.

2. Limpiar el interior de la cabina de flujo laminar con alcohol et́ılico al 70 % luego

se debe dejar en radiación ultravioleta durante 15 minutos, indicado en el Anexo

B.

3. Rociar etanol al 70 % a todo los instrumentos que se vayan a utilizar, se prosigue

a meter estos materiales dentro de la cabina e irradiar con rayos UV durante 15

minutos, indicado en el Anexo C.

4.1.2. Prevención de Contaminación

1. Utilizar EPP exclusivo para las instalaciones de cultivo de tejidos y mantenerlo

separado del EPP utilizado en el entorno general del laboratorio.

2. Los reactivos, matraces, medio y ampollas deben estar etiquetados con su conte-

nido y fecha de preparación.

3. Es recomendable trabajar con una sola ĺınea celular para disminuir la probabili-

dad de contaminación cruzada y la transferencia de bacterias.

4.2. Activación de células

1. Preparación del Material y Equipo:

a) Preparar matraces T25 con medios de cultivo precalentados a la temperatura

adecuada.

b) Utilizar alcohol al 70 % (v/v) en agua esterilizada para la desinfección.

c) Preparar un baño Maŕıa de agua a 37°C.

2. Descongelación de las Células:

a) Retirar una ampolla de células HaCaT del almacenamiento de nitrógeno

ĺıquido utilizando equipo de protección personal adecuado.

b) Transferir la ampolla al baño Maŕıa anteriormente mencionado, por 1-2 mi-

nutos, hasta que solo queden uno o dos pequeños cristales de hielo. Es im-

portante no sumergir totalmente la ampolla para evitar contaminación.

c) Limpiar la ampolla con un pañuelo empapado en alcohol al 70 % antes de

abrirla.

3. Reanimación de las Células:
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4 Desarrollo del protocolo de cultivo celular de queratinocitos in vitro

a) Pipetear todo el contenido de la ampolla en un tubo Falcon de 15 ml estéril.

b) Agregar lentamente 5 ml de medio de crecimiento precalentado y suplemen-

tado con los componentes apropiados.

c) Determinar la densidad de células viables.

4. Siembra de las Células:

a) Transferir el volumen apropiado de suspensión celular a un matraz T25, este

debe ser de 8 ml, para lograr la densidad de siembra celular recomendada.

b) Asegurarse de que el matraz T25 tenga una tapa con ventilación para per-

mitir el intercambio gaseoso dentro de una incubadora alimentada con CO2.

5. Incubación de las Células:

a) Incubar las células HaCaT a una temperatura de 35°C y 5 % de CO2.

b) Después de 24 horas, examinar el contraste de fases de las células en el

microscopio.

c) Realizar un subcultivo según sea necesario para mantener la proliferación

de las células en la fase logaŕıtmica de crecimiento y asegurar una viabilidad

óptima.

4.3. Tripsinización de queratinocitos in vitro

Después de un peŕıodo de incubación de las células de queratinocitos humanos inmor-

talizados (HaCaT) se debe verificar si existe cofluencia de células en el microscopio de

contraste de fase invertida, esta debe estar entre un 60 % a 70 %, si cumple con este

requisito se procede a realizar la tripsinización, esta técnica permite separar las células,

las mismas que serán utilizadas para proliferar nuevos cultivos.

1. Se debe rociar con alcohol al 70 % y colocar todos los materiales e insumos, como:

controladores de pipetas serológicas, pipetas serológicas, tubos Falcon de 15 ml,

tubos Falcon de 50 ml, matraces de cultivo celular T25 y los guantes quirúrgicos

dentro de la cabina de flujo laminar y se activa la cámara de rayos UV por 15

minutos, indicado en el Anexo D.

2. Los reactivos, como: las células HaCaT, el suero fetal bovino (FBS), el medio de

cultivo DMEM, la tripsina EDTA y los antibióticos se rociaran con alcohol al

70 % y se colocarán después de que haya acabado de irradiar los materiales, ya

que los rayos UV pueden alterar el ADN de los reactantes.

3. Luego, en un vaso de precipitación de 600 ml se debe mezclar 300 ml agua des-

tilada con 5 % de cloro, esto servirá para depositar las puntas de las jeringas, el

instrumental y reactivos utilizados.
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4.4 Mantenimiento del Cultivo

4. A continuación, se debe colar 3 ml de tripsina en la matraz T25 que contiene las

células HaCaT incubadas, esto se deja por un minuto y luego se decanta.

5. Se procede a realizar un medio suplementado en un tubo Falcon de 50 ml, este

debe contener 7 ml de medio DMEM con glucosa (Sigma #D5796) y 10 % de suero

fetal bovino (Sigma #2442) para inactivar la tripsina, indicado en el Anexo E.

6. Con una pipeta serológica se va a sacar el medio suplementado del tubo y se lo

debe poner en la matraz T25 donde solo quedaron las células HaCaT.

7. Dejar actuar durante 5 minutos, mientras se dan pequeños toquecitos en la base

de la matraz T25 para tratar de separar las células que están adheridas a la

superficie de la matraz.

8. De forma inmediata se debe sacar el contenido de la matriz T25 con una nueva

pipeta serológica y se debe situar en un tubo Falcon de 15 ml, indicado en el

Anexo F.

9. La muestra del medio suplementado con las células colocada en el tubo Falcon

de 15 ml, se llevará a centrifugar por 10 minutos a 1500 revoluciones por minuto

(rpm), indicado en el Anexo G.

10. Una vez acabe de centrifugarse la muestra, se puede observar un pellet o pastilla

de células al fondo del tubo Falcon, se debe decantar el medio del tubo con mucho

cuidado para no votar el pellet.

11. Dentro del mismo tubo Falcon de 15 ml se debe colocar 1 ml de medio DMEM

con glucosa (Sigma #D5796) para romper el pellet.

12. En un nuevo tubo Falcon de 50 ml se hace otro medio suplementado con 7 ml de

medio DMEM con glucosa (Sigma #D5796), 10 % de suero fetal bovino (Sigma

#2442) y 1 % de antibióticos (estreptomicina).

13. Con otra pipeta serológica se debe extraer el medio suplementado y se lo ubica

en una matraz T25 estéril, en seguida se debe añadir el 1 ml del medio con el

pellet.

14. Después, el nuevo medio de la matraz T25 en el que están las células HaCaT se

deja en la incubadora, la cual debe estar a una temperatura de 35°C, 40 % de

humedad y 5 % de CO2, indicado en el Anexo H.

4.4. Mantenimiento del Cultivo

1. Limpiar periódicamente las superficies del gabinete de seguridad microbiológica

con un desinfectante adecuado.
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4 Desarrollo del protocolo de cultivo celular de queratinocitos in vitro

2. Se debe cambiar el medio DMEM con glucosa (Sigma #D5796) de la matraz T25

donde están las células de HaCaT cada dos d́ıas o las células pueden morir, esto

se puede observar cuando el medio cambia a un color más claro, ya que las células

absorben todos los nutrientes del mismo.

3. Verificar todos los d́ıas si los cultivos y medios no adquirieron una contaminación

bacteriana o fúngica.

4. Mantener todas las superficies ordenadas y desinfectadas entre operaciones.

5. Asegurar que las incubadoras, gabinetes, centŕıfugas y microscopios se les realice

mantenimiento en intervalos regulares.

4.5. Análisis de resultados

Para analizar si existió una buena proliferación celular de los queratinocitos humanos

inmortalizados (HaCaT) se debe observar las células cultivadas en un microscopio.

1. Con una pipeta serológica se extrajo 1 ml del cultivo celular de los queratinocitos

HaCaT y se colocó en una cámara de Neubauer, esta tiene dos cuadŕıculas con

nueve cuadrantes grandes cada una y 16 cuadrados pequeños en cada cuadrado

grande.

2. Luego se llevo la muestra al microscopio para contar las células viables que exis-

ten, lo ideal seŕıa que existan más de 100 células.

3. Se seleccionaron 4 cuadros grandes en cada esquina, dando un total de 16 cuadros.

4. A estos cuadrados se les contó el número de células vivas que teńıa y se los pro-

medio.

A continuación se va a presentar los datos obtenidos de los 16 cuadros después

de un peŕıodo de incubación de dos semanas:

Tabla 4-1.:

Datos obtenidos de los 2 primeros cuadros grandes de la esquina superior derecha de

la cámara de Neubauer.

Número de cuadro Número de células vivas contadas

1 22

2 16

Promedio: 19

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.
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4.5 Análisis de resultados

Tabla 4-2.:

Datos obtenidos de los 2 últimos cuadros grandes de la esquina superior derecha de la

cámara de Neubauer.

Número de cuadro Número de células vivas contadas

3 15

4 13

Promedio: 14

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.

Tabla 4-3.:

Datos obtenidos de los 2 primeros cuadros grandes de la esquina inferior derecha de

la cámara de Neubauer.

Número de cuadro Número de células vivas contadas

1 30

2 29

Promedio: 29.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.

Tabla 4-4.:

Datos obtenidos de los 2 últimos cuadros grandes de la esquina inferior derecha de la

cámara de Neubauer.

Número de cuadro Número de células vivas contadas

3 29

4 26

Promedio: 27.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.

Tabla 4-5.:

Datos obtenidos de los 2 primeros cuadros grandes de la esquina superior izquierda de

la cámara de Neubauer.

Número de cuadro Número de células vivas contadas

1 23

2 33

Promedio: 28
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4 Desarrollo del protocolo de cultivo celular de queratinocitos in vitro

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.

Tabla 4-6.:

Datos obtenidos de los 2 últimos cuadros grandes de la esquina superior izquierda de

la cámara de Neubauer.

Número de cuadro Número de células vivas contadas

3 21

4 26

Promedio: 23.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.

Tabla 4-7.:

Datos obtenidos de los 2 primeros cuadros grandes de la esquina inferior izquierda de

la cámara de Neubauer.

Número de cuadro Número de células vivas contadas

1 26

2 25

Promedio: 25.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.

Tabla 4-8.:

Datos obtenidos de los 2 últimos cuadros grandes de la esquina inferior izquierda de

la cámara de Neubauer.

Número de cuadro Número de células vivas contadas

3 22

4 25

Promedio: 23.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana

Cedeño, 2024, Copyright.

5. En este protocolo se uso un factor de dilución de 5 x 10.000

6. Cálculo de células viables de una muestra de cultivo de células HaCaT en el

matraz T25.
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4.5 Análisis de resultados

Para conocer el número de células viables que existen, primero sacamos el pro-

medio de los datos obtenidos en los cuadros grandes de la esquina derecha, estos

seŕıan:

Células en la esquina derecha =
19 + 14 + 29,5 + 27,5

4

=
90

4

= 22,5

(4-1)

Células en la esquina izquierda =
28 + 23,5 + 25,5 + 23,5

4

=
100,5

4

= 25,13

(4-2)

Por consiguiente, sacamos un promedio total de las células en base a los valores

que obtuvimos anteriormente.

Total de células =
22,5 + 25,13

2

=
47,63

2

= 23,82

(4-3)

7. Después, empleamos la fórmula de recuento de células viables por mililitro.

Células viables por mililitro = Total de células∗Número de cuadros utilizado∗Factor de dilución

= 23,82 ∗ 16 ∗ 5 ∗ 10000

= 19056000

= 1,9 ∗ 107

(4-4)

Es decir, que tenemos 1.9 * 107 células de queratinocitos HaCaT por cada mili-

litro de medio. Si en el matraz T25 tenemos 7.0077 ml de medio suplementado

con suero fetal bovino y antibióticos, significa que existen 133146300 células de

queratinocitos.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

Se reconoció las propiedades que deben cumplir los queratinocitos y los tipos que exis-

ten, lo cual permite un mejor entendimiento al realizar investigaciones sobre los mismos.

Se estableció por medio de un listado los equipos, reactivos y materiales que se deben

emplear para efectuar este protocolo.

A través de la investigación y desarrollo experimental del protocolo, se ha logrado

establecer un método estandarizado para el cultivo in vitro de queratinocitos en los

laboratorios de ciencias de la vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

La implementación del protocolo utilizando la ĺınea celular de queratinocitos huma-

nos inmortalizados (HaCaT) ha resultado en una alta proliferación y viabilidad de las

células cultivadas. Esto demuestra la eficacia del medio de cultivo y las condiciones

experimentales empleadas, lo cual es fundamental para su uso en aplicaciones cĺınicas

y de investigación.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda crear un área espećıfica para realizar cultivo celular humano in vitro

dentro de la Universidad Politécnica Salesiana, con la finalidad de evitar una conta-

minación cruzada en los reactivos y células que se manejen, esto permitirá mejorar el

tiempo de investigación y obtener mejores resultados.

El protocolo puede ser utilizado como gúıa para el desarrollo de otros protocolos de

cultivos in vitro de células o tejidos humanos dentro de los laboratorios de ciencia de

la vida de la Universidad Politécnica Salesiana.
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A. Anexo: Gúıa de lavado de manos

quirúrgico

Figura A-1.:

Gúıa de lavado de manos quirúrgico.

Nota. Pasos para realizar un correcto lavado de manos quirúrgico. Imagen obtenida de:

World Health Organization, 2010.
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B. Anexo: Limpieza del interior de la

cabina de flujo laminar

Figura B-1.:

Limpieza del interior de la cabina de flujo laminar.

Nota. Se roció alcohol al 70% en toallas de papel para limpiar la cabina de flujo laminar,

por Ariana Cedeño, 2024, Copyright.
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C. Anexo: Ingreso de los insumos a la

cabina de flujo laminar

Figura C-1.:

Ingreso de los insumos a la cabina de flujo laminar.

Nota. Se roćıa alcohol al 70% a cada uno de los insumos y luego se ingresan a la cabina

de flujo laminar, por Ariana Cedeño, 2024, Copyright.
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D. Anexo: Activar cámara de rayos

UV

Figura D-1.:

Activar cámara de rayos UV.

Nota. Una vez este limpia la cámara de flujo laminar, se procede a encender la cámara

de rayos UV por 15 minutos, por Ariana Cedeño, 2024, Copyright.
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E. Anexo: Preparar medio

suplementado en un tubo Falcon

de 50 ml

Figura E-1.:

Preparar medio suplementado en un tubo Falcon de 50 ml.

Nota. Con el uso de una pipeta serlógica se saco el medio DMEM y se lo puso en el tubo

Falcon de 50 ml, de la misma manera, pero con una pipeta limpia se extrajo el suero fetal

bovino para realizar el medio suplementado, por Ariana Cedeño, 2024, Copyright.
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F. Anexo: Pasar el medio

suplementado con las células a un

tubo Falcon de 15 ml

Figura F-1.:

Pasar el medio suplementado con las células a un tubo Falcon de 15 ml.

Nota. Se pasa el medio suplementado del matraz T25 al tubo Falcom de 15 ml con una

pipeta serológica, por Ariana Cedeño, 2024, Copyright.
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G. Anexo: Centrifugar la muestra del

tubo Falcon de 15 ml

Figura G-1.:

Centrifugar la muestra del tubo Falcon de 15 ml.

Nota. Se lleva a centrifugar el medio con las células que están en el tubo Falcon de 15 ml

por 10 minutos a 1500 rpm, por Ariana Cedeño, 2024, Copyright.

45



H. Anexo: Guardar el nuevo medio del

matraz T25 en la incubadora

Figura H-1.:

Guardar el nuevo medio del matraz T25 en la incubadora.

Nota. Se lleva a la incubadora de CO2 el matraz T25 con el medio de las células tripsini-

zado para que puedan proliferar los queratinocitos, por Ariana Cedeño, 2024, Copyright.
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Sümer, E., Şahin, F., & Doğan, A. (2022). 3D CULTURE OF HaCaT KERATI-

NOCYTE CELL LINE AS AN in vitro TOXICITY MODEL. Trakya University

Journal of Natural Sciences, 23, 211-220. https://doi.org/10.23902/trkjnat.

1158811

Seo, B. F., Kim, K. J., Kim, M. K., & Rhie, J. W. (2016). The effects of human kera-

tinocyte coculture on human adipose-derived stem cells. International Wound

Journal, 13, 630-635. https://doi.org/10.1111/iwj.12335

Stanton, D. N., Ganguli-Indra, G., Indra, A. K., & Karande, P. (2022). Bioengineered

Efficacy Models of Skin Disease: Advances in the Last 10 Years. Pharmaceutics,

14. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14020319
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