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Lema

Y la medicina, el derecho, los negocios, la inge-
nieria, son actividades nobles y necesarias para
sustentar la vida. Pero la poesia, 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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Resumen

A nivel internacional, existen guias estandarizadas para cultivos celulares, pero en
Ecuador no se dispone de un protocolo adaptado a los recursos disponibles en el pais.
Reconociendo la importancia del cultivo celular en el desarrollo biomédico para el tra-
tamiento de diversas patologias 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 linea
celular de queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT), evitando asi infringir los
cddigos bioéticos, como el Cédigo de Helsinki. Las lineas celulares HaCaT presentan
una gran variedad de caracteristicas fenotipicas, lo que las hace especialmente ade-
cuadas para este tipo de cultivos. La implementacion de este protocolo ha resultado
en una alta proliferacién de queratinocitos, demostrando su eficacia y obteniendo una
resolucion positiva.

Palabras clave: Cultivo in vitro, queratinocitos, linea 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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1. Introduccion

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 abrio las puertas a nuevas investigaciones y de-
sarrollos en el campo de Ingenierfa 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 habian sufrido quemaduras graves (E. S. Khan et al., 2020).

En la actualidad se cuenta con tecnologia avanzada, la cual permite mejorar y crear
nuevas técnicas para producir cultivos celulares in vitro con resultados certeros y méto-
dos més eficaces, ademas se han realizado investigaciones cuyo propdsito 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 (Nunez, 2014; Sdnchez, 2008; Striiver et al., 2017). De forma internacional se
realizan mas 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 funcién de una barrera para proteger a los érganos internos, a su vez
se encarga preservar el agua en el cuerpo (Phua et al., 2023). La piel estd 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 realizé fue experimental y se empled la linea celular de queratinoci-
tos humanos inmortalizados (HaCaT) para proliferarlos in vitro. Siguiendo las normas
bioéticas, no fue necesario solicitar una aprobacion para el uso de estas células, ya que
no se trabajo con animales o piel cadavérica, a pesar de que esta ultima si puede ser
utilizada para desarrollar cultivos de piel. es La organizaciéon del presente documento
se divide en las siguientes secciones:

Capitulo 2 - Marco tedrico: revision de los aspectos mas importantes de los cultivos
de tejidos celulares in vitro.

Capitulo 3 - Marco metodolégico: detalle de los equipos e insumos necesarios para
la metodologia empleada en el protocolo de cultivo de queratinocitos in vitro.
Capitulo 4 - Desarrollo e implementacién del protocolo: acorde a lo revisado y



1.1 Antecedentes

propuesto en los capitulos 2 y 3 se especifica el formato de protocolo usado, el desarrollo
del mismo y los resultados obtenidos para evaluarlo.

Capitulo 5 - Conclusiones y recomendaciones: se analiza la realizacion del pro-
tocolo y su implementacion, en base a lo presentado en capitulos anteriores.

1.1. Antecedentes

En la actualidad la Universidad Politécnica Salesiana cuenta con un amplio recorrido
en el area de ingenieria y tecnologia; mientras que, el area 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 cientificas en el campo de Ingenieria de
Tejidos. Se estima que la creacién de un protocolo estandarizado de cultivo celular de
queratinocitos in vitro asegurara que se cumpla con las condiciones de un cultivo in
vitro homogéneo, controlado y que disminuira el riesgo de contaminacién cruzada, con
el fin de salvaguardar la estructura de los tejidos creados.

1.2. Descripcion del problema

La Universidad Politécnica Salesiana cuenta con la carrera de Ingenieria Biomédica,
la cual es una rama de la Ingenieria de Tejidos, esta ltima se enfoca en el desarrollo
de células animales y humanas, ya que son fundamentales para diversos ensayos en la
investigaciéon biomédica y preclinica (Fabres, 2010). Ademés, el rédpido crecimiento en
areas como la génica, la gendmica y la proteémica ha dado lugar a un aumento notable
en las actividades de cultivo celular.

Dentro de los tratamientos que oferta la Ingenieria de Tejidos se encuentra la repiteli-
tizacion de quemaduras y ulceras de piel, con esta propuesta investigacion cientifica 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-
tigacion y aplicaciones de ingenieria biomédica. Sin embargo, el establecimiento de
protocolos de cultivo celular estandarizados y reproducibles sigue siendo un desafio
significativo debido a la compleja interaccién de factores que influyen en la viabilidad,
el crecimiento y la funcionalidad de las células. Estos factores incluyen el tipo de célula,
la composicion del medio de cultivo, las condiciones ambientales y las manipulaciones
experimentales.



1 Introduccién

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 Girén, siendo el inicio de nuevas expectativas de creacién
o duplicacién celular. La elaboracién de este trabajo de titulaciéon se encuentra en la
linea de investigacién de tecnologias y dispositivos médicos, que esta presente en la
normativa institucional vigente.

La ingenieria de tejidos ofrece soluciones innovadoras para tratar lesiones y enfermeda-
des que afecte a ciertos 6rganos, ya sea mediante la combinacién de células para crear
sustitutos funcionales que puedan integrarse de manera eficaz con el tejido biolégico,
generando nuevas posibilidades en tratamientos y minimizando riesgos.

Siendo relevante para que se inicie con el cultivo celular para posterior creacion de teji-
dos como la piel para pacientes que lo requieran y sobre todo ayuden con la innovacién
de creacion celular in vitro.

Para la creacion de este protocolo se procedio a realizar una revision bibliografica, tam-
bién se investigd los equipos, reactivos y materiales que se deben utilizar para llevar
a cabo este proyecto, ademéds se implementé este protocolo para su respectiva evalua-
cién y validar su eficiencia. Se espera que esta normativa sirva como guia para futuras
investigaciones.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Disenar 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 Especificos

= Identificar mediante una revisiéon bibliografica las propiedades que deben cumplir
los queratinocitos creados in vitro.

= Determinar los equipos y materiales requeridos para la realizacion del cultivo de
queratinocitos in vitro.



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
contaminacion celular.



2. Marco teorico

2.1. La piel y su estructura

La piel se caracteriza por desempenar un papel de barrera protectora del cuerpo, frente
agentes quimicos, biolégicos y fisicos; esto se debe a la matriz de lipidos intercelulares
y corneocitos con la que cuenta, ya que esta impide el acceso de sustancias externas;
mientras que, las glandulas sebaceas y sudoriparas se encargan de lubricar y la regular
la temperatura corporal (Ita, 2020). Ademsds, la piel es el érgano mas grande del cuer-
po, con un aproximado de 2m? y equivale a un 15 % del peso corporal (Lai-Cheong &
McGrath, 2009).

Dentro de su estructura la piel estd 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 subcutdnea (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 dendriticas, como
los melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel figuran el 5% res-
tantes (Gilaberte et al., 2016; Lai-Cheong & McGrath, 2009). La relacién 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 segin la condiciéon de diferenciacién 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 nucleos 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 caracteristicas
subcelulares que varian respecto a su ubicacion, las propiedades con las que
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cumplen estas células son mas grandes y cuentan con granulos 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 granulos de queratohialina, los cuales se caracterizan por su
tamano y forma basofilos e irregulares; esto se produce por la sintesis de
la proteina filagrina, que tiene histidina, esta tltima se agrupa con las que-
ratinas 1 y 10, ademas de otras proteinas de filamentos intermedios que se
encuentran en el citoesqueleto de los queratinocitos para dar origen a haces
apretados (Gilaberte et al., 2016).

4. Capa cérnea o estrato cérneo: Esta conformada por corneocitos, estos
son células muertas unificadas por corneodesmosomas, también los cubre una
envoltura corneiforme que cuenta con proteinas y lipidos, debido a esto es
fundamental para la barrera de la piel; las caracteristicas 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 descamacién de la piel (Gilaberte et al., 2016).

La matriz extracelular de la epidermis (ECM) esta compuesta por una membrana
basal en forma de ldmina que separa la dermis y epidermis sus funciones se basan
en la adhesién y el soporte celular, la comunicacién intercelular, la regulacién y
la diferenciacién celular y procesos relacionados en condiciones normales y pa-
tolégicas; su principal funcién es controlar el destino de las células madre de la
epidermis esto tiene un rol crucial en la regulacién de proliferacién para mante-
ner la homeostasis de la epidermis protegiendo contra el agotamiento y estimulos
nocivos (Chermnykh et al., 2018).

La comunicacién entre células y la ECM mantiene a las células madre en estado
indiferenciado o las dirige hacia la diferenciaciéon. Se han identificado tres nichos
en la piel: la capa basal de la epidermis interfolicular, los foliculos pilosos y las
glandulas sebaceas (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 segiin la zona del cuerpo, ya que esta compuesta por
coldgeno, tejido conectivo amorfo, apéndices epidérmicos, fibroblastos, macréfa-
gos y mastocitos (Gilaberte et al., 2016; Lai-Cheong & McGrath, 2009). Se divide
en dos capas, segin con lo que este en contacto (Lai-Cheong & McGrath, 2009):

1. Dermis papilar: Se une con la ZMO, es irrigada por vasos sanguineos y
terminaciones de nervios sensoriales (Lai-Cheong & McGrath, 2009).
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2. Dermis reticular: La parte principal de la dermis hace una conexién con
el subcutis (Lai-Cheong & McGrath, 2009).

2.1.3. Hipodermis

Es un érgano endocrino que esta formado por adipocitos, los cuales estan dividi-
dos por tabiques fibrosos, a esta capa también se la conoce como tejido subcutaneo
(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 desprenderan, a su vez pasan por diferentes procesos de
diferenciacion, los cuales dan origen a las capas del estrato basal, espinoso, granuloso y
corneo (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 funcién principal de los queratinocitos es defender al organismo de agentes externos
y contribuir en la accién inmunolégica que realiza la piel (Das et al., 2022). Ademaés de
que participan en la funcién de la barrera, en la funcion sensorial, la intercomunicacién
con las neuronas sensitivas y la conservacién de la homeostasis de la piel (Xu et al.,
2022).

2.2.1. Tipos de queratinocitos

Los queratinocitos se clasifican segin su localizacién, estas son:

= Queratinocitos del epitelio corneal

e 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 diferenciacién avanzada (Miller et al., 1997).
= Queratinocitos de la epidermis

e 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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e Células no dentadas (nsc): Se encuentran en la piel de la palma y el
tronco del cuerpo humano, se caracterizan por su morfologia (Miller et al.,
1997).

e Células amplificadoras transitoras (TA): Se estima que son activas en
el aspecto mitético y tiene un subtipo de células terminalmente diferenciadas
(TD) (Miller et al., 1997).

e Células basal serradas (SO): Son consideradas parte del entorno de las
células madre epidérmicas (Miller et al., 1997).

= Queratinocitos del foliculo piloso

e Células madre del foliculo piloso: Se encuentran en la protuberancia
de la vaina externa de la raiz del foliculo piloso (Miller et al., 1997).

e Células de la matriz del bulbo: Se estima que son células progenitoras
que tienen ciclos réapidos, 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 dermatologicas, las cuales permiten compren-
der la fisiologia de la piel y las patologias cutdneas; se realizan investigaciones para
desarrollar mecanismos de deteccién sensorial y tratamientos para el dolor; a su vez
se verifican productos y tratamientos dermatologicos 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 cutdnea, investi-
gar las interacciones celulares, como el microambiente y los nichos de células madre,
ademads 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 danados (Miller et al., 1997). Es
decir que, pueden utilizarse para tratar lesiones (quemaduras) y patologias como: pso-
riasis, epidermdlisis bullosa, melanomas (Dehdashtian et al., 2018; Ferran et al., 2008;
Gonzdlez et al., 2016; Lorenzini et al., 2014).

Adicionalmente se cultivan queratinocitos in vitro para crear y estudiar modelos de
cicatrizacion de heridas, las interacciones entre las células y la matriz extracelular, la
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proliferacién y migracién celular (Fujisaki et al., 2019).

Asimismo se puede emplear los cultivos de queratinocitos in vitro para analizar la
diferenciacion 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 desafios por problemas en su baja tasa de divisién celular (Sciezynska
et al., 2019). Este btisca minimizar el dano en las células epidérmicas asi como, su con-

taminacién mediante el desarrollo de diversos estudios para aislar los queratinocitos
(Sciezyniska et al., 2019).

Uno de los métodos mas conocidos es el tratamiento enzimatico para separar la epider-
mis de la dermis en el que se usa tripsina solo o en combinacién 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 digestion enzimatica preliminar y permite la generacion
rapida y simple de cultivos viables a partir de pequenas muestras de piel (ScieZyﬁska
et al., 2019).

Se han desarrollado técnicas avanzadas para enriquecer células progenitoras de que-
ratinocitos como la agitacién magnética, centrifugacion en gradiente de densidad y
clasificacion celular basada en la gravedad o con anticuerpos especificos, el desarrollo
de estas técnicas aumentan el rendimiento de queratinocitos y mejoran la proporcion
de células dando una alta eficiencia en la formacién de colonias (Sciezyniska et al., 2019).

2.3.1. Biopsias de piel

Cuando se desea realizar un analisis 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 cancer, infecciones y trastornos inflama-
torios (George et al., 2021).

Existen diferentes técnicas de biopsias, la mas comin es por incision, en la cual se
extrae una porcién de tejido con el uso de un bisturi; otra forma puede ser la biopsia
por puncién, donde se emplea una jeringa para obtener una muestra del tejido y por
ultimo, la biopsia con sacabocados, esta consiste en usar un punch para extraer una
muestra cilindrica 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 enzimatico, 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
enzimatico, se realiza una digestién 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 mecanico consiste en raspar la epidermis de
manera mecanica para recolectar queratinocitos; aunque es un proceso rapido, puede
reducir la viabilidad celular.En cuanto a los métodos basados en laser y microdisec-
cién, la microdiseccién por laser destaca por su alta precision, 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 incision o por sacabocados, incluyen la
preparacion antiséptica de la piel del paciente, el uso de guantes y equipos estériles,
y la creacién de un ambiente controlado para minimizar la contaminacién (S. Khan
et al., 2021). Es esencial reconocer la diferencia entre las técnicas limpias y asépticas:

» Técnicas limpias: es utilizada para biopsias por puncién y afeitado (S. Khan
et al., 2021).

= Técnica aséptica: se emplea en procedimientos mas complejos como excisiones
y reparaciones de Mohs (S. Khan et al., 2021). Esta implica:

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

e Un control estricto del entorno, como cerrar puertas durante los procedi-
mientos y minimizar el trafico (S. Khan et al., 2021).

La implementacién cuidadosa de estas medidas reduce significativamente el riesgo de
infecciones (S. Khan et al., 2021).

Las condiciones de asepsia para la biopsia liquida, en el caso de la biopsia por puncion,
incluye la recoleccién de tejido o liquido mediante venopuncion utilizando un sistema
de vacio estéril; es clave invertir suavemente las muestras varias veces y centrifugarlas
inmediatamente o después de un almacenamiento controlado a temperatura ambiente
oad4°C.

Ademas, se debe anadir una solucién tamponada neutra con formaldehido al 10 % para
estabilizar las membranas celulares y reducir la lisis celular en los tubos EDTA antes
de la centrifugacion, el almacenamiento y la centrifugacién se deben llevar a cabo en
condiciones estériles para prevenir la contaminacién, cumplir con los tiempos y tempe-
raturas recomendados para mantener la integridad del ADN (Gerber et al., 2020).

2.3.2. Obtencion de células de la mucosa oral

La obtencion de la toma de muestra de mucosa oral, se lleva a cabo de manera esteril
para prevenir una contaminacion, luego se la coloca en una solucion fria de Hanks’
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Balanced Salt Solution (HBSS) con antibidticos y antimicéticos para conservar la via-
bilidad celular para poder transportarla hasta el laboratorio, en el cual se encargaran
de quitar el excedente de tejido conectivo y grasa subyacente con unas pizas y bisturi;
después se pone en una solucion dipasa a 4°C en la noche para agilizar la divisién del
epitelio de la ldmina propia (Aasen & Belmonte, 2010).

Por tltimo, se corta en pequenos pedazos el epitelio, los cuales seran incubados con
TrypLE Select a 37 °C para desprender a los queratinocitos, estas células se esparcen
en placas de cultivo cubiertas con matriz de colageno, un medio sin suero y una baja
cocentracion de calcio, con la finalidad de que no se de una diferenciacion prematura;
es un procedimiento que da como resultado una poblaciéon de queratinocitos en gran
medida proliferativos, lo que los hace muy utilizados en estudios de biologia celular y
aplicaciones clinicas (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:
regeneracion de tejidos, produccion de anticuerpos, desarrollo de terapias celulares, in-
vestigacion farmacolégica y toxicoldgica (Tauchi et al., 2019).

El proceso que se debe seguir para cultivar células desprendidas, como los queratinocitos
se describe a continuacion:

= 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:

e Método dependiente de alimentadores: Emplea células alimentado-
ras irradiadas y medio de cultivo que contenga suero, con la finalidad de
impulsar un répido crecimiento y alta resistencia a la apoptosis (Aasen &
Belmonte, 2010).

e Método libre de suero y alimentadores: Usa un medio bajo en calcio
para impedir la contaminacion por otras células, sin la necesidad de utilizar
células alimentadoras (Aasen & Belmonte, 2010).

s Cultivo Inicial: Se ocupan placas de cultivo tratadas con una matriz de recu-
brimiento, como cdlageno tipo I para maximizar el rendimiento de los queratino-
citos, esto se debe cambiar cada 2 a 3 dias, 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 diferenciacion 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 proliferacién de estas células en un ambiente in vitro, ya que
cuentan con nutrientes esenciales, factores de crecimiento y hormonas que simulan las
condiciones fisioldgicas del cuerpo humano para conservar la viabilidad celular y pro-
ducir colonias (Takagi et al., 2011).

Los medios mas 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. Composicion basica de los medios de cultivo

» DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) : Este medio contiene 10 %
FBS (suero bovino fetal) y 1 % solucién antibidtica/antimicética (Seo et al., 2016).

» Medio con suero: Es un medio DMEM o HAMS (Invitrogen), que contiene
0.4 mg/mL de hidrocortisona, 10 pg/mL de factor de crecimiento epidérmico
(EGF), 0.1 nM de toxina colérica, 1.8 x 10~* M de adenina, 2 x 10=7 M de
triyodotironina-L, 5 ug/mL de insulina, 5 ug/mL de transferrina, 2 mM de glu-
tamina, 1000 IU/mL de penicilina/1000 pug/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 pug/mL de factor de crecimiento epidérmico (EGF), 0.1 nM de toxina
colérica, 1.8 x 107% M de adenina, 2 x 107 M de triyodotironina-L, 5 ug/mL de
insulina, 5 pg/ml de transferrina, 2 mM de glutamina, 1000 IU/mL de penicili-
na/1000 ug/mL de estreptomicina, incluye la combinacién 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: FEs un medio que han sido
creado en la ultima década con la finalidad de impedir que agentes potencialmente
daninos como la encefalopatia espongiforme bovina y algunos virus de ratén; este
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medio al estar libre de suero y de alimentadores, posibilitan la propagacién y
expansiéon 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 especificos para la supervivencia y proliferacion de queratinocitos
(Ghio et al., 2023).

2.4.2. Maedios 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 ug/mL
de factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), 0.1 nM de toxina Colérica, 2 x 1077
M de triyodotironina-L y 5 pg/mL de insulina (Richards et al., 2008).

» Medio sin suero (VN): Contiene 0.4 mg/mL de hidrocortisona, 10 pug/mL de
factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), 0.1 nM de toxina Colérica, 2 x 1077
M de triyodotironina-L y 5 pg/mL de insulina (Richards et al., 2008).

= Medio basal con suero: Su composicion lleva insulina, hidrocortisona, toxina
del cdlera, y factor de crecimiento epidérmico (Lamb & Ambler, 2013).

= Medios libres de suero y sin alimentadores: Es un medio conformado de
insulina, hidrocortisona, toxina del célera, y factor de crecimiento epidérmico

(Lamb & Ambler, 2013).

= MCDB 153: Es una combinacién 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 tltimo se
utiliza en unos cuantos cultivos primarios (Ghio et al., 2023).

2.4.3. Maedios con suplementos adicionales para el cultivo de
queratinocitos

» DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): Es un medio conformado
de FBS (suero bovino fetal) y antibiéticos o antimicéticos (Seo et al., 2016).
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» Medio con suero: Contiene 1.8 x 107 M de adenina, 5 ug/mL de transferrina,
2 mM de glutamina y antibiiticos (1000 IU/mL de penicilina o 1000 pg/mL de
estreptomicina) (Richards et al., 2008).

» Medio sin suero (VIN): Esta compuesto 1.8 x 107* M de adenina, 5 pg/mL
de transferrina, 2 mM de glutamina y antibiiticos (1000 IU/mL de penicilina o
1000 pg/mL de estreptomicina) (Richards et al., 2008).

= Medio basal con suero: Es un medio que tiene calcio exégeno en su compo-
sicién (Lamb & Ambler, 2013).

= Medios libres de suero y sin alimentadores: El medio es una mezcla de
calcio exdgeno y 10 % de suero FBS (inactivado por calor pero no hervido), este
ultimo ayuda a la formacién 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 plasmatica 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-
tigacion biomédica y dermatoldgica. Para garantizar el crecimiento y la viabilidad de
estas células, es necesario establecer y mantener condiciones éptimas en varios aspec-
tos criticos del entorno de cultivo, incluyendo temperatura, pH, osmolaridad, humedad,
concentracion de oxigeno, adhesion celular y el tipo de soporte. Establecer estas con-
diciones adecuadas es fundamental para replicar el entorno fisiolégico 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. Segun 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 fisiolégicas del cuerpo humano, proporcionando un ambiente 6ptimo para
el crecimiento y proliferacion 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 precision 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; Gonczi et al., 2007).

En el estudio realizado por Gonczi, se determiné que los queratinocitos humanos in-
mortalizados (HaCaT) se cultivaron en condiciones hipoténicas con una osmolaridad
de aproximadamente el 50 % de la solucién 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 solucion de Tyrode, lo cual permitié investigar los efectos del estrés hipoténico en el
potencial de membrana y la proliferacion de los queratinocitos (Gonczi et al., 2007).

2.5.2. Humedad y concentracién de diéxido de carbono

La atmoésfera de incubacion también debe tener un control estricto de la humedad y
la concentracién de diéxido de carbono, Cortez S. sugiere una atmosfera con 8 % de
COy y 100 % de humedad, condiciones que se consideran éptimas para la proliferacion
y diferenciacion de los queratinocitos, esto se debe a que una alta humedad evita la
desecacién del medio de cultivo, mientras que el control del CO, ayuda a mantener el
pH adecuado del medio (Ghio et al., 2019).

2.5.3. Adhesidn celular y tipo de soporte

Hay diferentes tipos de estudios sobre adhesién celular y tipo de soporte, ya que estos
son cruciales para el éxito del cultivo de queratinocitos. Segin el estudio realizado por
Mattei en 2020, menciona que los queratinocitos de la linea celular HaCa'T fueron incu-
bados con diferentes concentraciones del enjuague bucal blue®m (1, 10 y 100 zl/ml),
utilizando otro pozo como control sin la presencia del enjuague. Este tipo de ensayo
permite evaluar la proliferacion celular en respuesta a diferentes tratamientos, mos-
trando la importancia del medio y de los suplementos especificos 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 adhesion y crecimiento. Este enfoque destaca la
importancia de los andamios y matrices en la creacién de un entorno tridimensional
que soporte el crecimiento celular (Ghio et al., 2019).

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

mientos en la proliferacién y viabilidad de los queratinocitos, mostrando que ciertas
concentraciones de los compuestos probados aumentaron significativamente la prolifera-
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ciéon celular, mientras que otras tuvieron un efecto citotoxico. Estos resultados subrayan
la necesidad de optimizar el medio de cultivo y los tratamientos suplementarios para
mejorar la viabilidad y proliferacién celular (Borowiec et al., 2013).

Por 1ltimo, Batista evalud 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 proliferacion y viabilidad ce-
lular, sugiriendo su uso potencial en aplicaciones clinicas. Esto resalta la importancia
de seleccionar el medio adecuado para obtener resultados éptimos en el cultivo de que-
ratinocitos (Batista, 2011).

2.6. Crecimiento y proliferacion de queratinocitos in
vitro

Los queratinocitos son las células predominantes en la epidermis, y su proliferacion
es crucial para la regeneracién 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 proliferacién 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 proliferacién de queratinocitos; otros factores como la com-
posicién de la matriz extracelular (ECM) y la presencia de integrinas también afectan
la adhesién y proliferacion 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 duracién, incluyen los siguientes estadios: el
crecimiento inicial (G1), la de sintesis de ADN (S), la preparacién para la mitosis (G2)
y la mitosis (M) (D & Flaxman, 1974).

La cinética de crecimiento de los queratinocitos en cultivo sigue fases caracteristicas: fa-
se de adaptacién (lag phase), fase logaritmica (log phase) donde ocurre la duplicacién
celular, fase estacionaria (stationary phase) y fase de muerte celular (death phase).
Durante estas fases, los queratinocitos muestran diferentes tasas de proliferaciéon y
apoptosis. (Dickhuth et al., 2015).
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Figura 2-1.:
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Nota. Proceso de proliferacion de células. Imagen obtenida de: Biologia 2°A por Oscar
Montecinos, 2013.
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Figura 2-2.:
Cinética celular
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Nota. Cinética de crecimiento celular. Imagen obtenida de: Filadd por Soffa, 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 metabdlica,
proliferarse y diferenciarse, con la finalidad de demostrar el estado de salud y funcio-
nalidad de las mismas (Senkal et al., 2022).

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

s CASY Cell Counter: Utilizado para contar células y analizar su viabilidad
mediante una técnica de medicion de particulas conocida como andlisis de area
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).

» XxCELLigence System: Permite un andlisis en tiempo real de la proliferacion
celular, proporcionando datos sobre el conteo celular, la viabilidad, la morfologia
y la adhesion 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 proliferaciéon y migra-
cién de queratinocitos. Diferentes concentraciones de EGF pueden tener efectos
variados; concentraciones bajas favorecen la proliferacién mientras que concen-
traciones altas pueden tener un efecto migratorio més que proliferativo (Cabunac
et al., 2016).

» Composicién de la matriz extracelular (ECM): La presencia de compo-
nentes como coldgeno IV y laminina en la ECM facilita la adhesién y proliferacion
de los queratinocitos. Las integrinas juegan un papel esencial en la mediacién de
estas interacciones célula-ECM (Dickhuth et al., 2015).

= Condiciones de cultivo: Las condiciones como la temperatura de cultivo pue-
den influir en la proliferacion. Por ejemplo, temperaturas de 34°C pueden mejorar
la proliferacién de queratinocitos (Dickhuth et al., 2015).

= Factores externos: Factores liberados por plaquetas, como los factores de
crecimiento derivados de plaquetas (PRGF), pueden inhibir la proliferacién 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 embrién de pollo y plasma en la preparacién de cultivos de
queratinocitos, pueden influir en el crecimiento y proliferacién 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 ingenieria de
tejidos y estudios dermatologicos.

2.7. Diferenciacion de queratinocitos in vitro

La diferenciacién de los queratinocitos es un proceso fundamental en el mantenimiento
de la homeostasis de la piel y la formacion 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, asi como para evaluar el impacto de diferentes
factores en la diferenciacién de los queratinocitos (Bikle et al., 2012; El-Ghalbzouri
et al., 2002).

2.7.1. Modelos de diferenciacion en cultivo

= Cultivo de queratinocitos en monocapa: Este modelo es muy utilizado
debido a su simplicidad y reproducibilidad. Ademas de la privacién de calcio y
la adicién de agentes como el 4cido retinoico o la vitamina D3, también se pue-
den usar otros inductores de la diferenciacién, como el acido butirico, el acido
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valproico o el interferén-gamma. Los cambios morfolégicos y bioquimicos obser-
vados durante la diferenciacion en este modelo incluyen la formacion de granulos
de queratohialina, la expresion de proteinas estructurales como las involucrina
y las queratinas suprabdsicas, y la formacién de un estrato cérneo (Bikle et al.,
2012; Micallef et al., 2009).

= Cultivo de queratinocitos en aire-liquido: Este modelo permite estudiar
los distintos estadios de la diferenciacion epidérmica, desde la capa basal hasta
el estrato cérneo. La expresion de marcadores de diferenciacion especificos, como
las queratinas K1 y K10, la involucrina y la loricrina, sigue un patrén 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 formacion de la
barrera epidérmica y la integridad de la funcién barrera (Poumay & Pittelkow,
1995; Pruniéras et al., 1983).

= Cultivo de queratinocitos en matrices de colageno o equivalentes dérmi-
cos: Estos modelos tridimensionales permiten estudiar la interaccién entre los
queratinocitos y su entorno, incluyendo la influencia de la matriz extracelular y
las senales procedentes de otros tipos celulares, como los fibroblastos. Estas inter-
acciones pueden modular la diferenciacién de los queratinocitos y la formacion de
la barrera epidérmica a través de vias de senalizacién como TGF-3, 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 regeneraciéon de la
piel y el tratamiento de enfermedades relacionadas con la diferenciacién anormal
de los queratinocitos.

2.7.2. Factores de la diferenciaciéon de queratinocitos

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

» Factores de transcripcion: Los factores de transcripcion como p63, Klf4,
Ovoll/2 y AP-1, otros factores como C/EBP«a, C/EBPS y Grainy head-like
(Grhl) también participan en la regulaciéon de la diferenciacion de los querati-
nocitos (Candi et al., 2006; Segre et al., 1999; Truong et al., 2006). Estos factores
de transcripcion actiian en diferentes etapas de la diferenciacién y regulan la
expresion de genes involucrados en la formacion de la barrera epidérmica, la
adhesion celular y la respuesta al estrés.

= Vias de senalizacion: La via de senalizacion Notch desempena un papel crucial
en la regulacion de la diferenciacién de los queratinocitos, actuando como un in-
terruptor entre la proliferacién y la diferenciacién (Blanpain et al., 2006). La via
de senalizacion Wnt también es importante en la diferenciacion de los queratino-
citos, regulando la expresion de genes involucrados en la formacion de la barrera
epidérmica. Otras vias de senalizacion relevantes incluyen la via de senalizacion
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TGF-3, que regula la proliferacién y la diferenciacion de los queratinocitos, y la
via de las MAPK, que modula la respuesta a estimulos externos como el estrés
oxidativo.

» Factores de crecimiento y citocinas: Factores como EGF, KGF, TGF-a,
IL-1 e IL-6, otros factores como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF')
y el factor de crecimiento epidérmico (HB-EGF) también desempenan un papel
importante en la regulacién de la diferenciacién de los queratinocitos (Li et al.,
2024). Estos factores actian a través de vias de sefializacion especificas y pueden
modular la proliferacion, la migracion y la diferenciacion 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 diferenciacién a través de la liberacién de factores solubles y la acti-
vacién de vias de senalizacién especificas (Proksch et al., 2008). Las interacciones
con la matriz extracelular también son importantes, ya que las proteinas de la
matriz, como las lamininas y los colagenos, pueden regular la diferenciacion de
los queratinocitos a través de la activacion de vias de senalizacién mediadas por
integrinas.

= Factores ambientales: La radiacién UV puede inducir la diferenciacién pre-
matura de los queratinocitos y alterar la formacion de la barrera epidérmica a
través de la generacion de especies reactivas de oxigeno y la activacién de vias
de senalizacion como la via de las MAPK. Otros factores ambientales, como los
contaminantes quimicos y los agentes fisicos, también pueden modular la diferen-
ciacion de los queratinocitos a través de diversos mecanismos, como la alteracién
de la expresién génica y la activacién de vias de senalizacion especificas (Segre
et al., 1999).

2.8. Aplicaciones de los cultivos de queratinocitos in
vitro

La principal aplicacion del cultivo de queratinocitos in vitro en la medicina regene-
rativa, es el tratamiento de heridas grandes y complejas, como quemaduras severas o
extirpacion de tumores, ya que es una alternativa eficaz a los injertos de piel tradicio-
nales; ademads, se utiliza en la creacién de autoinjertos epiteliales cultivados (CEA) que
pueden cubrir grandes defectos cutdneos (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 fisiologia y patologia cutédnea (Miller
et al., 1997); también son estudiados e inventados mecanismos de deteccién sensorial y
tratamientos del dolor; y con el propédsito de la evaluacion de la seguridad de productos
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y tratamientos dermatolégicos, 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 diferenciacion de
células madre en la epidermis, procesos inflamatorios, la produccion de cosméticos y la
evaluacién de agentes (Fujisaki et al., 2019)..

Otra aplicacién de los cultivos de queratinocitos in vitro es la investigacion de quera-
tinocitos primarios humanos obtenidos de la mucosa colorrectal normal, debido a su
localizacion se puede estudiar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en
el inicio y progresién 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 especifico, es
el uso de queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT') para crear un cultivo tridi-
mensional y evaluar su toxicidad; este cultivo presento una expresién génica y proteica
similar a la de la piel, lo cual lo hace apropiado para los anédlisis de toxicidad, para esto
se expusieron los cultivos 3D a varios compuestos quimicos 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 mas parecida a la piel humana en comparacion
con los cultivos en monocapa, bidimensionales o pruebas en animales, por lo que los
cultivos tridimensionales son recomendados para estudios de toxicologia porque dan
resultados més fiables (Senkal et al., 2022).

Mientras que, un estudio de citotoxicidad sobre el agua ozonizada y los desinfectantes
de manos, de este tltimo 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 danos
estructurales que se dieron en el estrato corneo y los queratinocitos, la produccion de
interleucina la usando el método de barrido por microscopia electronica con tincién
con hematoxilina-eosina. Gracias a esto, determinaron que més del 80 % de los querati-
nocitos mueren al ser expuestos 15 minutos a los desinfectantes, pero el agua ozonizada
causa menos dano y no produce una respuesta inflamatoria (Kashiwazaki et al., 2020).

2.8.2. Ensayos de irritacion y sensibilidad dérmica

Los ensayos de irritaciéon y sensibilidad dérmica se centran en el analisis y evalua-
cién de los modelos de piel humana cultivada in vitro, especificamente EPISKIN®)
y EpiDerm™, los cuales tienen como objetivo determinar el potencial irritante de las
sustancias quimicas 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 cutaneos, mantiendo una alta especificidad; mientras que, proporciona una
técnica eficaz para clasificar y regular las sustancias quimicas en base a su capacidad
de irritabilidad (Kandérové et al., 2009).

También se pueden realizar ensayos de irritaciéon y sensibilidad dérmica en una linea
celular sensora basada en queratinocitos humanos (HaCaT), estos son modificados
genéticamente para revelar la proteina 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 rapida para determinar respuestas de estrés oxidativo en quera-
tinocitos expuestos a sustancias quimicas, como su estado redox, ya que este actia
como un indicador temprano del desarrollo de trastornos de la piel humana como la
dermatitis de contacto alérgica e irritante; ademas, favorece el desarrollo de sistemas
de andlisis micro-total (nTAS), los cuales son aplicables en dermatologia, toxicologia,
farmacologia y cribado de farmacos (Hofmann et al., 2014).

2.8.3. Ingenieria de tejidos y medicina regenerativa

La Ingenieria 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 asi un tejido autélogo (Curtis &
Riehle, 2001; Liu & Cao, 2011). Para la reconstruccién de tejidos, se pueden utilizar
sustratos no vivos que ayudan a mejorar el volumen y la resistencia en areas afectadas
por extirpacién o dano del tejido (Curtis & Riehle, 2001).

Inicialmente, la Ingenieria de Tejidos se consideraba parte del subcampo de biomateria-
les, ya que abordaba la reparacién o sustitucién de hueso, cartilago, vasos sanguineos y
piel (Bronzino, 2016). En 1988, un taller de la Fundacién Nacional de Ciencias definid
la expresién Ingenierfa de Tejidos”, centrada en la reconstruccién de tejidos utilizando
biomateriales, andamios y factores de crecimiento (Akter, 2016). Este campo emplea
métodos de ingenieria y ciencias de la vida para entender la relacién estructura-funcién
en tejidos normales y patolégicos de mamiferos, asi como para desarrollar sustitutos
biol6gicos que reparen o reemplacen tejidos u érganos (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, ademés de satisfacer la demanda de 6rganos para trasplantes.

En la actualidad, la Ingenieria de Tejidos forma parte de la Ingenieria Biomédica, que
integra biologia e ingenieria 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 recoleccién 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 Ingenieria de Tejidos
abarca la biologia celular, la ciencia de los materiales, la ingenieria de reactores y la
investigacion clinica para crear tejidos u 6rganos 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 asi inicio a la medicina regenerativa; un aiio méas tarde, Marx revelé que
el PRP podia inducir la regeneracion ésea en la mandibula, lo que potencio este método
en la comunidad cientifica (Porcellini, 2009). Definiendo asi, a la medicina regenerativa
como la encargada de reemplazar o reparar tejidos y organos enfermos mediante el
uso de células madre con un alto potencial de diferenciacion multipotente y productos
biolégicos cultivados in vitro, los cuales se aplicaran in vivo, con la finalidad de inducir
la migracion y proliferacion de células madre al tejido danado, y asi reparar el tejido
afectado (Porcellini, 2009).

A su vez, la medicina regenerativa trabaja en conjunto con la biologia celular, la inge-
nieria biomédica y la medicina clinica para tener un enfoque multidisplinario al momen-
to de crear sustitutos bioldgicos funcionales con el objetivo de estimular la regeracion
de tejidos y 6rganos (Muraca et al., 2007). En la actualidad esta drea cuenta con una
variedad de aplicaciones, puede utilizarse en la terapia celular, la ingenieria de tejidos
y los o6rganos 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 practica clinica (Muraca et al., 2007).

2.8.4. Modelos de enfermedades de la piel

Para estudiar las enfermedades dermatoldgicas se utilizan modelos tridimensionales de
epidermis, ya que estos permiten recrear el microambiente de la piel nativa, de es-
ta manera se puede obtener informacién sobre la patogénesis de diversas condiciones
dermatolégicas, para esto se emplea el método de uso de la dermis descelularizada,
andamiajes de colageno y bioimpresién 3D, con el objetivo de recrear modelos de piel
humana que ayuden a comprender los mecanismos subyacentes de las enfermedades
cutdneas (Stanton et al., 2022).

Con los avances tecnolégicos que existen en la actualidad se han desarrollado mode-
los digitales para clasificar y diagnosticar enfermedades en la piel, para ello utilizan
procesamiento de imagenes y aprendizaje automatico. Empieza con la adquisicién de
iméagenes, luego con un preprocesamiento, continua con una segmentacion, finaliza con
la extraccién de caracteristicas y clasificacién; para reconocer patrones importantes de
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cuatro enfermedades: acné, angioma cereza, melanoma y psoriasis (Aldera et al., s.f.).
Ademas, este modelo utilizé algoritmos de aprendizaje automatico, como SVM, RF y
K-NN, siendo el clasificador SVM el mas efectivo, ya que alcanz6 una precisién del
90.7 %; mientras que, su principal funcién era diagnosticar las enfermedades a una alta
velocidad y exactitud, ayudando a si a los dermatélogos en el diagnéstico (Aldera et al.,

s.f).
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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
investigacion y que cuentan los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana.

Tabla 3-1.:
Equipos

Denominacién Cantidad Costo Unitario ($) Costo Total ($)
Incubadora 1 2000 2000
Microscopio 6ptico 1 1500 1500
Autoclave 1 1500 1500
Centrifuga 1 3000 3000
Bano Maria 1 100 100
Camara de bioseguridad 1 6000 6000
Refrigerador 1 500 200
Congelador 1 1000 1000
Espectréometro de absorcion 1 2000 2000
Equipo de citometria de flujo 1 30000 30000

Nota. Equipos utilizados para el cultivo celular de queratinocitos in vitro, por Ariana
Cedeiio, 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 excepcién de la clorhexidina que se
tuvieron que conseguir de manera externa.

Nota. Reactivos utilizados para el cultivo celular de queratinocitos in vitro, por Ariana
Cedeno, 2024, Copyright.
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Tabla 3-2.:
Reactivos

Denominacién Cantidad Costo Costo

Unitario ($) Total ($)
Células de queratinocitos inmortales (HaCaT) 100 ug $ 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
Antibiéticos (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 investigacion y que deben ser adquiridos por el tesista.

Tabla 3-3.:

Materiales.
Denominacién Cantidad Costo Unitario ($) Costo Total ($)
Guantes quirirgicos 25 $1.01 $ 25.48
Batas esteriles desechables 6 $ 3.27 $ 19.62
Gorros esteriles desachables 6 $0.05
Zapatones esteriles desechables 6 $0.25
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 serologicas 1 50 50
Micropipetas serolégicas 1 40 40
Puntas para micropipetas 20 15 15
Pipetas seroldgicas de 5 ml 20 $ 22 $ 22

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

Cedeno, 2024, Copyright.
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3.2. Metodologia de la Investigacion

El presente estudio es una investigacion 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
funcién a la informacién que se va a recolectar y analizar, siendo esta: el crecimiento y
viabilidad celular de los queratinocitos cultivados un vitro; ademas, el tipo de investi-
gacion que se realizé fue exploratorio y aplicado, esto con respecto a la naturaleza del
problema.

Por otra parte, se utiliz6 una metodologia descriptiva para explicar el proceso y las
caracteristicas que tienen los queratinocitos cultivados in vitro, de esta manera se co-
nocié el alcance de la investigacion y permitir que en el futuro se desarrollen proyectos
de cultivo celular de tejido epitelial in vitro.

3.3. Metodologia del proceso

El proceso de investigacion se estructura en las siguientes etapas:

Identificion de necesidades: por medio de una revisién bibliografica se determina-
ron los conceptos mas importantes con respecto al cultivo celular de queratinocitos in
vitro y el método que se va a utilizar para disenar el protocolo de cultivo in vitro de
queratinocitos. Esto se describe en el capitulo 2.

Revision de recursos materiales: se identificé informacién acerca de los equipos,
insumos, reactivos y materiales a utilizarse para la realizacién del cultivo de querati-
nocitos in vitro, el mismo que se detalla en el capitulo 3.

Desarrollo del protocolo de cultivo celular de queratinocitos in vitro: se ex-
pone el formato elaborado del protocolo y la descripcién paso a paso de cada item que
se debe cumplir para su implementacion piloto, utilizando la linea celular de querati-
nocitos humanos inmortalizados (HaCaT) donado por la Dra. Marbel Torres directora
de la carrera de Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE) de
Sangolqui. Ademas, se presenta un andlisis de los resultados obtenidos y una evaluacion
de la viabilidad celular, esto se presenta en el capitulo 4.

Conclusiones y recomendaciones: se plantearon las conclusiones en relaciéon con

los objetivos; mientras que, en las recomendaciones se propone implementar una sala
destinada para el cultivo celular humano en el capitulo 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 linea celular
de queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT), debido a que cuenta con una gran
variedad de caracteristicas fenotipicas y una alta cantidad de propagacién (Deyrieux

& Wilson, 2007).

4.1. Normas de bioseguridad

1. Al entrar a la drea gris (es una zona de preparacion del personal, aqui también se
realiza el lavado quirdrgico (Canovas, 2018)), se debe cumplir con ciertas normas
de bioseguridad, como el uso de equipos de proteccién 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 proteccion (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 quirirgico 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 quirurgica
(Méndez & Inca, 2018).
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4.2 Activacion de células

4.1.1. Desinfeccion al area de trabajo

1. Efectuar una desinfeccién quimica en las superficies inorganicas y materiales in-
animados, empleando etanol al 70 %, para disminuir el niimero de agentes bioldgi-
cos. También se puede utilizar cuando se sospeche de una contaminacion en los
instrumentos.

2. Limpiar el interior de la cabina de flujo laminar con alcohol etilico al 70 % luego
se debe dejar en radiacion 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. Prevencion de Contaminacion

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 preparacion.

3. Es recomendable trabajar con una sola linea celular para disminuir la probabili-
dad de contaminacion cruzada y la transferencia de bacterias.

4.2. Activacion de células

1. Preparacién 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 desinfeccion.

c¢) Preparar un bano Maria de agua a 37°C.

2. Descongelacién de las Células:

a) Retirar una ampolla de células HaCaT del almacenamiento de nitrégeno
liquido utilizando equipo de proteccién personal adecuado.

b) Transferir la ampolla al bano Maria anteriormente mencionado, por 1-2 mi-
nutos, hasta que solo queden uno o dos pequenos cristales de hielo. Es im-
portante no sumergir totalmente la ampolla para evitar contaminacion.

c¢) Limpiar la ampolla con un panuelo empapado en alcohol al 70 % antes de
abrirla.

3. Reanimacion 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.

¢) Determinar la densidad de células viables.

4. Siembra de las Células:

a) Transferir el volumen apropiado de suspensién 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 ventilacién para per-
mitir el intercambio gaseoso dentro de una incubadora alimentada con COs.

5. Incubacién de las Células:
a) Incubar las células HaCaT a una temperatura de 35°C y 5% de COs.

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

c¢) Realizar un subcultivo segin sea necesario para mantener la proliferacién
de las células en la fase logaritmica de crecimiento y asegurar una viabilidad
Optima.

4.3. Tripsinizacion de queratinocitos in vitro

Después de un periodo de incubacion 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 tripsinizacién, esta técnica permite separar las células,
las mismas que seran utilizadas para proliferar nuevos cultivos.

1. Se debe rociar con alcohol al 70 % y colocar todos los materiales e insumos, como:
controladores de pipetas serolégicas, pipetas seroldgicas, tubos Falcon de 15 ml,
tubos Falcon de 50 ml, matraces de cultivo celular T25 y los guantes quirirgicos
dentro de la cabina de flujo laminar y se activa la cdmara 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 antibidticos se rociaran con alcohol al
70% y se colocardn 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 precipitacion de 600 ml se debe mezclar 300 ml agua des-
tilada con 5% de cloro, esto servird para depositar las puntas de las jeringas, el
instrumental y reactivos utilizados.
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4.4 Mantenimiento del Cultivo

4.

10.

11.

12.

13.

14.

4.4.

1.

A continuacién, se debe colar 3 ml de tripsina en la matraz T25 que contiene las
células HaCa'T incubadas, esto se deja por un minuto y luego se decanta.

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.

Con una pipeta serolégica se va a sacar el medio suplementado del tubo y se lo
debe poner en la matraz T25 donde solo quedaron las células HaCaT.

Dejar actuar durante 5 minutos, mientras se dan pequenos toquecitos en la base
de la matraz T25 para tratar de separar las células que estan adheridas a la
superficie de la matraz.

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

pipeta seroldgica y se debe situar en un tubo Falcon de 15 ml, indicado en el
Anexo F.

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

de 15 ml, se llevard a centrifugar por 10 minutos a 1500 revoluciones por minuto
(rpm), indicado en el Anexo G.

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.

Dentro del mismo tubo Falcon de 15 ml se debe colocar 1 ml de medio DMEM
con glucosa (Sigma #D5796) para romper el pellet.

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 antibidticos (estreptomicina).

Con otra pipeta serolégica se debe extraer el medio suplementado y se lo ubica
en una matraz T25 estéril, en seguida se debe anadir el 1 ml del medio con el
pellet.

Después, el nuevo medio de la matraz T25 en el que estan las células HaCa'T se
deja en la incubadora, la cual debe estar a una temperatura de 35°C, 40 % de
humedad y 5% de CO,, indicado en el Anexo H.

Mantenimiento del Cultivo

Limpiar periédicamente las superficies del gabinete de seguridad microbioldgica
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 estén las células de HaCa'T cada dos dias o las células pueden morir, esto
se puede observar cuando el medio cambia a un color mas claro, ya que las células
absorben todos los nutrientes del mismo.

3. Verificar todos los dias si los cultivos y medios no adquirieron una contaminacion
bacteriana o fungica.

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

5. Asegurar que las incubadoras, gabinetes, centrifugas y microscopios se les realice
mantenimiento en intervalos regulares.

4.5. Analisis de resultados

Para analizar si existié una buena proliferacién celular de los queratinocitos humanos
inmortalizados (HaCaT) se debe observar las células cultivadas en un microscopio.

1. Con una pipeta serolégica se extrajo 1 ml del cultivo celular de los queratinocitos
HaCaT y se coloco en una camara de Neubauer, esta tiene dos cuadriculas con
nueve cuadrantes grandes cada una y 16 cuadrados pequenos en cada cuadrado
grande.

2. Luego se llevo la muestra al microscopio para contar las células viables que exis-
ten, lo ideal serfa que existan mas de 100 células.

3. Se seleccionaron 4 cuadros grandes en cada esquina, dando un total de 16 cuadros.
4. A estos cuadrados se les conto el nimero de células vivas que tenia y se los pro-

medio.

A continuacién se va a presentar los datos obtenidos de los 16 cuadros después
de un periodo de incubacién de dos semanas:

Tabla 4-1.:
Datos obtenidos de los 2 primeros cuadros grandes de la esquina superior derecha de
la camara de Neubauer.

Numero de cuadro Numero de células vivas contadas
1 22
2 16
Promedio: 19

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana
Cedeiio, 2024, Copyright.
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4.5 Anélisis de resultados

Tabla 4-2.:
Datos obtenidos de los 2 tltimos cuadros grandes de la esquina superior derecha de la
camara de Neubauer.

Numero de cuadro Numero de células vivas contadas
3 15
4 13
Promedio: 14

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana
Cedeno, 2024, Copyright.

Tabla 4-3.:
Datos obtenidos de los 2 primeros cuadros grandes de la esquina inferior derecha de
la camara de Neubauer.

Numero de cuadro Numero de células vivas contadas
1 30
2 29
Promedio: 29.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana
Cedeno, 2024, Copyright.

Tabla 4-4.:
Datos obtenidos de los 2 ultimos cuadros grandes de la esquina inferior derecha de la
camara de Neubauer.

Numero de cuadro Numero de células vivas contadas
3 29
4 26
Promedio: 27.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana
Cedeiio, 2024, Copyright.

Tabla 4-5.:
Datos obtenidos de los 2 primeros cuadros grandes de la esquina superior izquierda de
la camara de Neubauer.

Numero de cuadro Numero de células vivas contadas
1 23
2 33
Promedio: 28
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Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana
Cedeiio, 2024, Copyright.

Tabla 4-6.:
Datos obtenidos de los 2 ultimos cuadros grandes de la esquina superior izquierda de
la cdmara de Neubauer.

Numero de cuadro Numero de células vivas contadas
3 21
4 26
Promedio: 23.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana
Cedeno, 2024, Copyright.

Tabla 4-7.:
Datos obtenidos de los 2 primeros cuadros grandes de la esquina inferior izquierda de
la camara de Neubauer.

Numero de cuadro Numero de células vivas contadas
1 26
2 25
Promedio: 25.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana
Cedeiio, 2024, Copyright.

Tabla 4-8.:
Datos obtenidos de los 2 ultimos cuadros grandes de la esquina inferior izquierda de
la camara de Neubauer.

Numero de cuadro Numero de células vivas contadas
3 22
4 25
Promedio: 23.5

Nota. Células de queratinocitos contabilizadas mediante un microscopio, por Ariana
Cedeiio, 2024, Copyright.

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

6. Céalculo de células viables de una muestra de cultivo de células HaCaT en el
matraz T25.
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4.5 Anélisis de resultados

Para conocer el nimero de células viables que existen, primero sacamos el pro-
medio de los datos obtenidos en los cuadros grandes de la esquina derecha, estos
serfan:

19+ 14+ 29,5 + 27,5
4
_% (4-1)
4
=225

Células en la esquina derecha =

28 + 23,5+ 25,50+ 23,5
4
_ 1005 (42
4
= 2513

Células en la esquina izquierda =

Por consiguiente, sacamos un promedio total de las células en base a los valores
que obtuvimos anteriormente.

22,5+ 25,13
2

_ 47,63 (4-3)
2

= 23,82

Total de células =

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

Células viables por mililitro = Total de célulasxNumero de cuadros utilizadoxFactor de dilucién
= 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 antibidticos, significa que existen 133146300 células de
queratinocitos.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

Se reconocié 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 establecié por medio de un listado los equipos, reactivos y materiales que se deben
emplear para efectuar este protocolo.

A través de la investigacion 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 implementacién del protocolo utilizando la linea celular de queratinocitos huma-
nos inmortalizados (HaCaT') ha resultado en una alta proliferacién 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 clinicas
y de investigacion.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda crear un area especifica para realizar cultivo celular humano in vitro
dentro de la Universidad Politécnica Salesiana, con la finalidad de evitar una conta-
minacion cruzada en los reactivos y células que se manejen, esto permitird mejorar el
tiempo de investigacion y obtener mejores resultados.

El protocolo puede ser utilizado como guia 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: Guia de lavado de manos
quirargico

Figura A-1.
Guia de lavado de manos quirirgico.

¢ Como lavarse las manos?

jLavese las manos solo cuando estén visiblemente sucias! Si no, utilice la solucion alcohélica

D Duracién de todo el procedimiento: 40-60 segundos

0 1] H
9

Méjese las manos con agua; Deposite en la paima de la mano una Frétese las palmas de las manos
cantidad de jabén suficiente para cubrir entre si;
todas las superficies de las manos;

X H I

Frétese la palma de la mano derecha Frotese las palmas de las manos Frotese el dorso de los dedos de
contra el dorso de la mano izquierda entre si, con los dedos una mano con la palma de la mano
entrelazando los dedos y viceversa; entrelazados; opuesta, agarrandose los dedos;

O
2 %

Frotese con un mowmlento de Frotese la punta de los dedos de la Enjuaguese las manos con agua;
T ion el pulgar izq | mano derecha contra la palma de la

atrapandolo con la palma de la mano izquierda, haciendo un

mano derecha y viceversa; der y H

Séquese con una toalla desechable; Sirvase de la toalla para cerrar el grifo; Sus manos son seguras.

V@w Organizacion Seguridad del Paciente | SAVE LIVES
/2 Mund|a| de Ia Salud UNA ALIANZA NUNDIAL PARA UNA ATENCION MAS SEGURA Clean Your Hands

Mundial de la Salud ha tornado odas las precauciones nformacién contenida en este documento. Sin embargo, e material publicado se distribuye sin garantia de ningtn ipo, ya sea

La Organizacion para comprobar la
50 oanplets. Compele o e eaponsabited e mp-myuummml La organizacion Mundial de I Salud na podré ser consideraga responsable d |os daR0S Que putiere ocasionar su UIRZacEN.
LLa OMS agradece a los Hospitales Universitarios de Ginebra (HUG), en particular 2 los miembros del Programa de Cantrol de Infectiones, su participacion activa en [a redaccion de este material.

Nota. Pasos para realizar un correcto lavado de manos quirtirgico. 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 rocié alcohol al 70 % en toallas de papel para limpiar la cabina de flujo laminar,
por Ariana Cedeno, 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 rocia alcohol al 70 % a cada uno de los insumos y luego se ingresan a la cabina
de flujo laminar, por Ariana Cedeno, 2024, Copyright.

41



D. Anexo: Activar camara de rayos
uv

Figura D-1.:
Activar cdmara de rayos UV.

Nota. Una vez este limpia la camara de flujo laminar, se procede a encender la camara
de rayos UV por 15 minutos, por Ariana Cedeno, 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.

B

‘‘‘‘‘

Nota. Con el uso de una pipeta serlégica se saco el medio DMEM vy 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 Cedefio, 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 mi.

Nota. Se pasa el medio suplementado del matraz T25 al tubo Falcom de 15 ml con una

pipeta serolégica, por Ariana Cedeno, 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 mi.

8

y

L4
% 8
s
&

g o o

-

Nota. Se lleva a centrifugar el medio con las células que estéan en el tubo Falcon de 15 ml
por 10 minutos a 1500 rpm, por Ariana Cedeno, 2024, Copyright.
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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 COs9 el matraz T25 con el medio de las células tripsini-
zado para que puedan proliferar los queratinocitos, por Ariana Cedeno, 2024, Copyright.
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