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RESUMEN DEL TRABAJO

Los cultivos celulares consisten en el proceso que involucra el aislamiento de
células o grupos celulares provenientes de un animal o planta y su consecuente
crecimiento y desarrollo en un ambiente artificial favorable. Este tipo de sistemas
funcionan como una herramienta importante de estudio en diferentes areas de la
ciencia basica y aplicada. Conjuntamente, en los ultimos afios ha crecido el auge
del uso de estos modelos para el desarrollo de pruebas de toxicidad y sensibilidad
in vitro de productos o ingredientes activos, como alternativa a las pruebas
realizadas en modelos biolégicos. Esto con el fin de reducir el uso de animales
para la investigacion.

Los fibroblastos son células presentes en mayor proporcion en el tejido dérmico y
son los responsables del soporte y la reparacion de los tejidos. Este grupo celular
cuenta con caracteristicas morfolégicas que le otorgan resistencia, ademas de que
son células versétiles y presentan una notable capacidad para diferenciarse y vivir
aislados de otros grupos celulares. estas caracteristicas los hacen idoneos para el
crecimiento in vitro.

El presente trabajo se centra en la realizacién y establecimiento de un protocolo
para el aislamiento, cultivo y mantenimiento de lineas celulares primarias a partir
de tejido dérmico proveniente de muestras de piel de neonatos de rata Wistar (P2-
P8). Se realizaron diferentes repeticiones evaluando distintos métodos de
obtencion de fibroblastos basandose en protocolos encontrados en la literatura,
cuya principal diferencia radicaba en las enzimas utilizadas en la etapa de
disgregacion.

Finalmente se logré establecer el método por el cual se obtiene la mayor cantidad
de células con un alto porcentaje de viabilidad celular, el cual consiste en la
utilizaciéon en conjunto de las soluciones de enzimas colagenasa tipo IA 1500
U/mg vy tripsina 0,05%. Ademas, se realizaron subcultivos con el fin de establecer
las mejores condiciones de desarrollo de los fibroblastos y con esto establecer el
namero total de pases posibles para realizar con este tipo de células.

Palabras clave: Cultivo celular primario, Fibroblastos, Neonato de rata,
disgregacion enzimatica, Tripsina, Colagenasa tipo IA
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ABSTRACT

Cell cultures consist in the process that involves isolating cells or cell groups from
an animal or plant and its subsequent growth and development in a favorable
artificial environment. These types of systems function as an important study tool in
different areas of basic and applied science. In recent years, there has been a
growing use of these models for the development of in vitro toxicity and sensitivity
tests of active ingredients or products as an alternative to tests carried out on
biological models. This in order to reduce the use of animals for research.

Fibroblasts are cells present in greater proportion in dermal tissue and are
responsible for the support and repair of tissues. This cell group has morphological
characteristics that give it resistance, as well as being versatile cells and have a
remarkable capacity to differentiate and live isolated from other cell groups. These
characteristics make them suitable for in vitro growth.

The present work focuses on the development and establishment of a protocol for
isolation, culture and maintenance of primary cell lines from dermal tissue from
skin samples from Wistar rat (P2-P8) neonates. Different replications were
performed evaluating different methods of obtaining fibroblasts based on protocols
found in the literature, whose main difference was in the enzymes used in the
disintegration stage.

Finally, it was possible to establish the method by which the highest number of
cells with a high percentage of cell viability is obtained, which consists of the use of
enzyme solutions collagenase type 1A 1500 U / mg and trypsin 0.05%. In addition,
subcultures were performed in order to establish the best conditions for the
development of fibroblasts and with this to establish the total number of passes
possible to perform with this type of cells.

Key words: Primary cell culture, Fibroblasts, Rat neonate, enzymatic digestion,
Trypsin, Collagenase Type IA
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1 INTRODUCCION

Los cultivos celulares son una de las principales herramientas utilizadas en
biologia celular y molecular, proporcionando excelentes sistemas modelo para el
estudio de la fisiologia y la bioquimica de las mismas. Este tipo de sistemas,
hacen referencia al aislamiento de células de un animal o planta y su consecuente
crecimiento en un ambiente artificial favorable (Alberts et al., 2002). Las células
pueden ser extraidas directamente del tejido y disgregadas enzimatica o
mecénicamente.

Una de las principales ventajas que tiene la aplicacion de cultivos celulares es que
se permite realizar un control preciso del medio ambiente. Factores quimicos
como pH, temperatura, presion osmética entre otros, pueden ser controlados,
ademas de aspectos fisioldgicos como crecimiento y densidad celular.

Uno de los aspectos que motivd mas al desarrollo de este proyecto, fue desde la
perspectiva ética, ya que anualmente se sacrifican miles de animales para la
experimentacion en distintas areas. Aunque los cultivos celulares no pueden
reemplazar los ensayos in vivo en todos los casos, representan una importante
alternativa viable en muchos estudios.

En la actualidad el uso de cultivos celulares se ha extendido en diferentes campos
como: la medicion de los efectos de farmacos, ingredientes activos y compuestos
toxicos en las células; en la mutagénesis y carcinogénesis; en el desarrollo y
deteccidén de farmacos; y la fabricacién a gran escala de compuestos bioldgicos
como vacunas o0 proteinas terapéuticas. La principal ventaja del uso de cultivos
celulares en cualquiera de estas aplicaciones es la consistencia y reproducibilidad
de los resultados que pueden ser obtenidos (Gil-Loyzaga, 2011).

Este proyecto se centrd en el establecimiento y la estandarizacion de un protocolo
para el aislamiento, cultivo y mantenimiento de fibroblastos obtenidos a partir de
tejido dérmico de neonato de rata in vitro. Los fibroblastos son el principal
componente celular del tejido conectivo y la dermis, y cumplen con la funcion de
soporte y reparacion de tejidos y érganos. Ademas, cuentan con caracteristicas
que los hacen idéneos para promover su crecimiento in vitro. Es por esto que el
desarrollo de este protocolo constituye una herramienta util, no solo para futuros
estudios de ciencia basica, sino como una alternativa para realizar ensayos in vitro
de toxicidad e irritabilidad dérmica, reduciendo asi el uso de biomodelos animales
gue usualmente son empleados en este tipo de pruebas.
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2 DESCRIPCION DEL TRABAJO

2.1 Planteamiento y justificacion del problema

La industria farmacéutica y cosmética dentro de los estudios de investigacion y
desarrollo de nuevos productos se ven obligados a evaluar diferentes
caracteristicas bioldgicas de los ingredientes activos y farmacos empleados en la
fabricacion de los mismos, incluyendo pardmetros como eficacia y seguridad. Este
tipo de ensayos en su mayoria son llevados a cabo en biomodelos animales, ya
que constituyen una aproximacién a los resultados que se pueden obtener en
estudios con humanos.

La experimentacion en animales es uno de los temas de mayor interés y polémica
en los ultimos tiempos. Si bien se sabe que existen varios casos en los cuales este
tipo de estudios son necesarios, como los ensayos biomédicos, existen otros
casos en los que es posible el uso de otras herramientas alternativas. Por esta
razén, actualmente la ciencia ha avanzado en la implementacion de opciones
viables que representen una aproximacion a los biomodelos animales. Dichas
opciones se basan en el desarrollo de modelos in vitro, ya que estos cumplen con
caracteristicas que permiten tener resultados muy similares a los obtenidos por
métodos in vivo.

Es aqui donde los cultivos celulares juegan un papel importante, ya que son la
base de los estudios in vitro y se fundamentan principalmente en la reactividad de
células aisladas. Esto constituye una herramienta Gtil no solo en el area de
toxicologia, sino también en el desarrollo de pruebas de sensibilidad e irritabilidad
dérmica y ocular, de ingredientes activos cosméticos o farmacéuticos.

Desde el punto de vista ético, la sociedad se encuentra cada vez méas
sensibilizada en materia de experimentacion animal. Por esta razén, los
investigadores deben mantener el principio de las 3 R’s planteado por Russel y
Burch, el cual tiene en cuenta el refinamiento, la reduccion y el reemplazo. Este
modelo es una base para que se reduzca considerablemente el uso de animales
en el laboratorio, disminuyendo asi el dafio producido a los mismos, y buscando
métodos alternativos cuando sea posible.

Para hacer un aporte a la solucion de esta problematica, este proyecto busca la
estandarizacion de un protocolo para el aislamiento, cultivo y mantenimiento de
fibroblastos. Estos, al ser un componente principal del tejido conectivo y de la
dermis, pueden ser utilizados a futuro como una alternativa para realizar ensayos
in vitro de toxicidad e irritabilidad dérmica.
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2.2 Marco teorico y estado del arte

2.2.1 Lapiel: tejido conectivo

La piel es un 6rgano denso y elastico que cumple numerosas funciones de vital
Importancia para la homeostasis del organismo, es decir, el mantenimiento de su
equilibrio interno. En primer lugar, regula el balance de los liquidos y electrolitos
debido a la presencia de glandulas sebaceas y sudoriparas, las cuales permiten el
paso de liquidos desde y hacia el interior de la piel, modulando asi los cambios de
temperatura corporal y contribuyendo a mantener el volumen vascular. En
segundo lugar, funciona como barrera protectora de 6rganos internos contra
agentes quimicos, mecanicos y patégenos (Moini, 2015).

La piel esta constituida por tres capas fundamentales: epidermis, dermis y tejido
celular subcutaneo (Figura 1). La dermis constituye la parte mas voluminosa de la
piel y aporta entre el 15y 20% del peso total del cuerpo humano. Es en esta capa
donde se encuentra la mayor proporcién de foliculos, glandulas sebéaceas y
sudoriparas. Ademas, alli se encuentran presentes diferentes poblaciones
celulares tales como macrofagos, mastocitos, glébulos blancos y en mayor
proporcion fibroblastos. El tejido dérmico esta constituido principalmente por dos
elementos: el tejido conectivo y la sustancia fundamental (Velez, Borrero, &
Restrepo, 1990)

Todas las células que hacen parte de un organismo se pueden distribuir en
diferentes poblaciones, las cuales a su vez se clasifican en tres grupos diferentes:
intrinsecas o fijas, extrinsecas o migratorias, y extrinsecas transformadas. Las
intrinsecas fijas o autdctonas son las células que nacen, viven y mueren en el
tejido conectivo. A este grupo pertenecen las células adiposas, condroblastos,
condrocitos, osteoblastos, y en mayor proporcién los fibroblastos, motivo por el
cual esta familia de células es la de principal interés para este proyecto (Gomez
de Ferraris, 2009).

El tejido conectivo es un orden constitutivo supracelular conformado por
poblaciones celulares que se encuentran inmersas en una matriz extracelular.
Esta matriz esta compuesta de material fibrilar diverso y sustancia fundamental
amorfa que consiste en un conjunto de carbohidratos, proteinas y materiales
lipidicos. Este tejido originado a partir del mesénquima embrionario, cumple la
funcidbn de ser el sostén mecanico del organismo, la union intertisular, el
intercambio metabdlico y energético, y la defensa y reparacion organica (Gomez
de Ferraris, 2009),
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Figura 1 Estructura anatomica de la piel. Representacion anatémica de las tres
capas fundamentales constituyentes de la piel; epidermis, dermis y tejido celular
subcutaneo. Imagen tomada de (Moini, 2015)

Existen distintas variedades de tejido conectivo, originadas por las diferentes
proporciones y naturalezas de sus componentes. Se divide en tejido conectivo
especializado y no especializado. Las caracteristicas estructurales y morfologicas
intrinsecas del tejido conectivo varian segun la funcion de cada tipo. El desarrollo
y mantenimiento de las células conjuntivas en condiciones in vitro, dependen de
la posibilidad de reproducir las caracteristicas funcionales que estas células tienen
en el organismo (Gil-Loyzaga, 2011).
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2.2.2 Fibroblastos

Las células del tejido conectivo juegan un papel muy importante en el soporte y la
reparacion de la mayoria de tejidos y 6rganos. Los fibroblastos son las dltimas
células especializadas que hacen parte de este grupo, y se encuentran
distribuidos en el tejido conectivo a través del cuerpo, donde secretan una matriz
extracelular no rigida que es rica en colageno tipo | y Il (Alberts et al., 2002).

Los fibroblastos son células basoéfilas, fusiformes, y de gran tamafio, con un ndcleo
esférico u ovoide y con numerosas prolongaciones que se extienden como fibras
extracelulares que la misma célula sintetiza, tales como el colageno y las
glicoproteinas (Figura 2). La apariencia morfologica del fibroblasto varia de
acuerdo con su estado funcional, por ejemplo, si la célula esta fabricando
activamente matriz extracelular, es mas voluminosa y su ndcleo es mas laxo y
prominente (Eynard, Valentich, & Rovasio, 2008). Las caracteristicas morfologicas
variadas de los fibroblastos se deben a que puede elaborar diferentes tipos de
proteinas para exportacion, como: topocolageno, elastina, diversas
glucoproteinas, proteoglucanos y glucosaminoglucanos.
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Figura 2. Morfologia de fibroblastos. Cultivo de fibroblastos extraidos de pulmon
de ratén, en crecimiento 100X. imagen tomada de (Seluanov, Vaidya, &
Gorbunova, 2010)
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Cuando un tejido esta lesionado, los fibroblastos proximos a este proliferan y
migran hacia el lugar de la herida, produciendo grandes cantidades de matriz de
colageno, lo que ayuda al aislamiento y la reparacion del tejido dafiado. En la
etapa de cicatrizacion de una herida, los fibroblastos pueden cambiar la expresion
del gen de actina y asumen algunas de las propiedades contractiles de las células
del musculo liso lo que contribuye a unir los bordes de la herida (Alberts et al.,
2002).

Su habilidad para prosperar en el lugar de la lesion, asi como su capacidad de
vivir aisladas de otros grupos celulares, pueden explicar por qué los fibroblastos
pueden crecer facilmente en cultivos in vitro, una caracteristica que las ha
convertido en objeto de interés de estudios biolégicos. Los fibroblastos también
parecen ser las células méas versatiles del tejido conectivo y representan una
notable capacidad de diferenciarse en otros miembros de este grupo (Alberts et
al., 2002)

2.2.3 Cultivos celulares in vitro

A mediados del siglo XIX tras el desarrollo de un gran nimero de estudios
microscopicos Y fisioldgicos, aparecen los conocimientos conceptuales y técnicos
qgue aporta la Embriologia. Esto corresponde a uno de los principales factores que
incentivaron el desarrollo de las técnicas de cultivos celulares. Los diferentes
interrogantes que surgieron de las investigaciones con embriones, y que no
podian ser respondidas solo con técnicas embriolégicas, supusieron un gran
impulso a los estudios in vitro (Gil-Loyzaga, 2011).

En 1885 el zodlogo y embridlogo Wilhelm Roux en su obra de la mecéanica del
desarrollo, quiso demostrar la actividad celular y sus interacciones durante el
desarrollo embrionario. Fue asi como se interesé por el aislamiento de células
como un complemento adecuado a sus estudios de embriologia, para lo cual
utilizé fibroblastos de pollo y los cultivd en un medio con solucién salina. Este
bioensayo lo realiz6 con el fin de estudiar el comportamiento de la placa
embrionaria in vitro (Gil-Loyzaga, 2011). Este experimento ha tenido un papel
fundamental para los cultivos celulares, ya que fue el primero en establecer bases
para entender el fendmeno del desarrollo celular bajo condiciones no fisiolégicas.

Los cultivos de tejidos fueron ideados a principios del siglo XX como un método de
estudio del comportamiento de las células animales, libre de variaciones
sistematicas que pudieran surgir in vivo durante la homeostasis normal, o bajo la
presién de un experimento. Como su nombre lo indica, la técnica se elaboré
primero con fragmentos de tejido sin disgregar, y el crecimiento se limita a la
migracion de las células a partir del fragmento de tejido (Freshney, 2005).
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El primer cultivo celular fue realizado por el bidlogo y anatomista Ross Harrison.
En 1902 Harrison realizé el aislamiento de trozos de pared del tubo neuronal de
embriones de rana y los mantuvo en un coagulo de un animal adulto, con esto
pudo observar que a medida que pasaban los dias, las células crecian y se
diferenciaban hasta formar fibras nerviosas (Harrison, 1902). Estos estudios
realizados por Harrison constituyen un pilar importante en el desarrollo de los
cultivos de tejidos, y son la base de muchas investigaciones posteriores.

Unos afios mas tarde, Harrison en compafiia de uno de sus discipulos Montrose
Burrows, con el objetivo de obtener un medio de cultivo adecuado para la
proliferacion de células embrionarias, incorporaron plasma sanguineo a cultivos de
embridn de pollo, lo que favorecié el mantenimiento del cultivo celular.

En 1910, basado en los estudios de Burrows y Harrison, Alexis Carrel, un cirujano
vascular e investigador francés, comenzé a investigar las técnicas de cultivo de
tejidos. Fue asi como inicio diversos trabajos experimentales que se basaron en el
desarrollo del tejido conjuntivo, utilizando fibroblastos de embridén de pollo. Era de
esperarse que el fin dltimo de sus estudios in vitro (que continuaron hasta 1946),
fuera la posible aplicacién en cirugia. El aporte de Carrel a las técnicas de cultivos
celulares fue muy amplio, comenzando por la mejora de técnicas de obtencion y
diseccion de los tejidos, aplicacion de técnicas de asepsia, estudio y disefio de
recipientes para el mantenimiento de los cultivos, y la obtencion de medios de
cultivo y los primeros factores de crecimiento (Carrel & Burrows, 1911).

En los afios posteriores se inici6 el periodo de los cultivos de células disociadas en
donde diferentes estudios permitieron comprender que, si se tenian las técnicas
adecuadas, era posible mantener células eucariontes, procedentes de
pluricelulares, en cultivo in vitro. Se iniciaron los procesos de incubacion con
tripsina, coldgenas y pronasa, y poco a poco se han incluido otras enzimas no solo
con fines de disociacién celular, sino también para mejorar los propios cultivos
como la DNAasa (E. N, 2015).

El término de cultivo celular actualmente hace referencia a un cultivo derivado de
células dispersas tomadas del tejido original (un cultivo primario), o de una linea
celular o cepa celular por disgregacion enzimética, mecanica o quimica. Se
diferencia de los cultivos de 6Organos, ya que estos consisten en un cultivo
tridimensional de tejido disgregado in vivo (Freshney, 2005). Este conjunto de
técnicas permite el mantenimiento de las células in vitro con todas sus
propiedades fisiologicas, bioquimicas y genéticas. La suspension celular puede
ser cultivada como una monocapa adherente, o en suspension en el medio de
cultivo. En estos casos, a medida que transcurre el tiempo, se va perdiendo la
heterogeneidad celular inicial, ya que predominan en el cultivo los tipos celulares
con mayor tasa de crecimiento (Cultek, 2007).
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Existen diferentes tipos de cultivos celulares que se realizan rutinariamente. Estos
se pueden dividir en cultivos primarios y cultivos de lineas celulares establecidas.
Los cultivos primarios pueden consistir en el cultivo de un érgano complejo o de
una seccion de un tejido, de una mezcla definida de células, o de células
purificadas y aisladas directamente del organismo. Mas comunmente, es posible
emplear técnicas para purificar el tipo celular de interés y comenzar un cultivo
primario que consista en su mayoria de dicho tipo celular (Jennie & Roberts,
1998).

Los cultivos primarios de células y oOrganos tienen la ventaja de que al ser
removidos recientemente de su ubicacion in vivo se podria esperar que se
asemejen mas a la funcién fisiologica original. La desventaja es que este tipo de
cultivos reacciona constantemente a cambios del entorno durante los primeros
dias o semanas in vitro. Esto incluye el dafio sufrido durante la extraccion celular y
la recuperacion parcial de este dafio, los cambios en el ambiente desde el animal
hasta el cultivo in vitro, y el cambio de composicion del cultivo cuando algunas
células mueren, mientras que otras proliferan o se diferencian (Jennie & Roberts,
1998).

Actualmente, la aplicacion de estas técnicas sigue en constante aumento. El
desarrollo de los cultivos celulares en los ultimos tiempos ha permitido alcanzar
metas en numerosas disciplinas tanto en las Ciencias Basicas (Bioquimica,
Biologia Celular, Fisiologia, Genética) como en las Ciencias de la Salud
(Oncologia, Toxicologia, farmacologia). Ademas, este tipo de investigaciones ha
impulsado el uso de estas metodologias en el desarrollo de industrias que se
especializan en la sintesis molecular de anticuerpos o farmacos (Gil-Loyzaga,
2011).

Es importante resaltar el uso de los cultivos celulares en areas como la
toxicologia, donde son ampliamente empleados los modelos que se basan en la
reactividad de las células aisladas, a pesar de las restricciones con respecto a la
aproximacion directa que se pueden realizar a los modelos in vivo. Las técnicas de
toxicidad in vitro, han tenido un gran auge en los ultimos tiempos, teniendo como
base el concepto de la Dosis Letal 50 (DL-50), la cual representa la capacidad de
inhibicion del 50% de la proliferacion celular. Este avance ha permitido que se
utilicen estos modelos in vitro, como una alternativa viable al uso de biomodelos
animales, no solo en el area de toxicologia, sino en la realizacién de pruebas de
irritabilidad y sensibilidad dérmica y ocular de ingredientes activos farmaceéuticos o
cosmeéticos. El desarrollo de estas técnicas ha tenido una gran acogida entre los
movimientos de defensa animal, ya que se reduce considerablemente el nimero
de animales empleados para estas pruebas. Ademas de que, en el marco
reglamentario de ciertos paises, sobre todo en Europa, ya se prohibe el testeo en
animales de productos cosméticos.
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Estandarizar un protocolo para el aislamiento, cultivo y mantenimiento células
primarias de fibroblastos de piel de rata neonatal in vitro.

2.3.2 Objetivos especificos

e Aislar células primarias de fibroblastos a partir de piel de neonato de rata in
vitro, a partir de tres procedimientos diferentes.

e Promover el crecimiento y desarrollo de fibroblastos primarios in vitro.

e Cuantificar la tasa de crecimiento y la viabilidad celular del cultivo aislado
de fibroblastos.
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2.4 Metodologia

La siguiente metodologia se basa en dos procedimientos diferentes para la
obtencion de cultivos de fibroblastos a partir de tejido dérmico de neonato de rata.
Dichos procedimientos difieren principalmente en las enzimas utilizadas durante la
etapa de disgregacion.

Los procedimientos seguidos para el presente trabajo se basan en los trabajos
realizados por (Hansen, Girirajan, & Canfield, 2011) y (Takashima, 1998). Cada
uno plantea un protocolo para el cultivo de fibroblastos. Se describiran mas
adelante.

2.4.1 Animales Experimentales

La investigacion se realizO en ratas Wistar procedentes del Bioterio de la
Universidad Icesi. Mantenidas a una temperatura de 22 + 2 °C, como comida y
agua libitum. Las ratas se seleccionaron bajo las siguientes condiciones: Neonatos
P2 — P8 (2 a 8 dias post-natal).

2.4.2 Remocién de piel de rata neonatal

Los cuerpos donados para el proceso de extraccion de la piel fueron obtenidos
desde el momento de la decapitacion segun el protocolo del proyecto de
investigacion “Evaluacion de la vulnerabilidad de poblaciones de neuronas
hipocampales a compuestos patogénicos relacionados con la enfermedad de
alzheimer” bajo la tutoria del profesor Alvaro Barrera Ph.D. El procedimiento se
describe a continuacion.

Posterior al sacrificio del animal, se sumerge el cuerpo en yodopovidona (Figura 3.
a y b) y se realiza un lavado. Después se retira el exceso de yodopovidona de la
piel con etanol al 70% (Figura 3.c).
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Figura 3. Procedimiento de lavado y desinfeccion del animal. Pasos a) y b),
lavado con yodopovidona. c¢) desinfeccion con etanol 70%

Para la remocion de la piel, en primer lugar, se cortaron las extremidades por
encima de las articulaciones de mufiecas y tobillos (Figura 4.a), seguido de la cola
(Figura 4.b), utilizando tijeras estériles. En segundo lugar, se realiz6 un corte
perpendicular de la piel, introduciendo las tijeras desde el extremo del cuello hasta
el agujero de la cola, a lo largo de la linea dorsal, sujetando el cuerpo firmemente
con ayuda de pinzas (Figura 4.c). Posteriormente con el uso de pinzas se tomaron
los extremos del corte y suavemente se afloja la piel lejos de la linea media
(Figura 4.d). A continuacion, se sujetd el cuerpo con una pinza y la piel con otra y
se tird6 suavemente por encima de los mufiones hasta ser retirada totalmente del
cuerpo (Figura 4.e y f). La piel removida se sumerge en un tubo falcon con
solucion salina. Finalmente, la muestra de tejido se trasladé a la cabina de flujo
laminar donde se extendié en una caja de Petri previamente esterilizada, con la
epidermis hacia abajo, de esta forma, se retiraron los contaminantes
macroscopicos Y el tejido adiposo presente. Con el uso de pinzas y escalpelo se
realizé un raspado de la dermis y se descarto el tejido epidermico. La muestra de
dermis fue diseccionada en fragmentos.
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Figura 4. Procedimiento de remocién de la piel. a) corte de extremidades. b)
corte de cola. c) corte del tejido por la linea dorsal. d) separacion del tejido desde
los extremos dorsales. f) remocién final de la piel.

2.4.3 Alistamiento del area de trabajo

El cuarto de cultivo debe ser un &rea que cuente con condiciones asépticas, es
decir que tenga una carga microbiolégica mucho mas baja comparada con otras
areas del laboratorio, con el fin de evitar la contaminacion de los cultivos celulares
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y los demas procedimientos que se realizan en esta area. Para esto, se debe
ingresar al cuarto siguiendo las normas establecidas en cuanto al uso de bata y
zapatos exclusivos para este lugar, ademas de gorro y tapabocas. Adicional a
esto, se realiza mensualmente la limpieza de todo el cuarto incluyendo la cabina
de flujo laminar siguiendo el protocolo estandarizado para este proceso.

Todos los elementos que ingresan a la cabina de flujo laminar son sanitizados con
etanol al 70%, estos elementos han sido previamente esterilizados en autoclave.
Una vez realizado esto, se configurd la cabina para la exposicion del material de
trabajo a luz UV durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se dio inicio al
sistema de ventilacién durante 10 minutos, en este momento se ingresaron los
reactivos previamente sanitizados con etanol al 70% tales como medios de cultivo
y soluciones enziméaticas.

2.4.4 Disgregacion enzimatica con tripsina 0.25%

Los fragmentos de tejido dérmico se adicionaron a un tubo Falcon con 3 mL de
tripsina 0,25% y se incubaron durante 10 minutos en bafio de agua a 37°C,
trascurrido este tiempo, se adicionaron 3 mL de medio de inactivacion (DMEM +
PBS 10%). Se homogenizé la mezcla con el uso de vortex (Vortex Genie®2,
velocidad 5) y con el uso de pipeta Pasteur se realiz6 la disgregacion mecanica
del tejido pipeteandol5 a 20 veces aproximadamente para romper los agregados.
Posteriormente se centrifugd durante 10 minutos a 1200 rpm y se descarto el
sobrenadante. Se resuspendi6o el pellet con 2 mL de medio de cultivo
suplementado (DMEM + FBS 10%, HEPES 1%, NEAA 1%, L-glutamina 1%,
penicilina/estreptomicina 1%, Piruvato de sodio 1%) y se realiz6 el conteo celular
con el colorante azul de tripan como se ampliard mas adelante, finalmente se
sembrd en frascos de cultivo y se incub6 a 37°C, 5% CO,,

Se realizaron cambios de medio suplementado realizando un lavado previo de las
células con solucion salina cada 3 dias

2.4.5 Disgregacion enzimatica con tripsina 24 horas a 4°C

Se realizaron dos ensayos siguiendo un procedimiento adicional para la obtencion
de fibroblastos utilizando el material dérmico sobrante de otro proyecto de
investigacion titulado “Estandarizacién de un protocolo para el aislamiento, cultivo
y mantenimiento de células primarias de queratinocitos in vitro” (Angulo, 2017). En
el cual, después de retirada la piel esta se somete a un tratamiento con tripsina
por 24 horas a 4°C, que consiste en suspender la piel retirada de la rata en una
caja Petri que contenia tripsina, solo haciendo contacto con la dermis, como se
describe en el protocolo publicado por (Lichti, Anders, & Yuspa, 2008). Después
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de transcurrido este tiempo se siguio el procedimiento mencionado en el numeral
anterior.

2.4.6 Disgregacion enzimatica con colagenasa tipo IA y tripsina 0,05%

Los fragmentos de tejido dérmico se adicionaron a un tubo Falcon con 0,5 mL de
solucion de Colagenasa tipo IA y se incubaron durante 25 minutos a 37°C en un
bafio de agua. Transcurrido este tiempo, se centrifugé el contenido durante 5
minutos a 1000 rpm y se descarto el sobrenadante resultante. Se realizé un lavado
al pellet con 3 mL de HBSS y se realiz6 nuevamente el proceso de centrifugacion
en las condiciones mencionadas. Se descartd el sobrenadante y se adicionaron
0,5 mL de tripsina al 0,05% y se incub6 durante 20 minutos a 37°C en bafio de
agua. Posteriormente se realizd otro proceso de centrifugacion en las mismas
condiciones vy finalmente se resuspendié el pellet en 1 mL de medio de cultivo
suplementado (DMEM + FBS 10%, MEM 1%, penicilina/estreptomicina 1%). Se
realiz6 el conteo celular con el colorante azul de tripan, se sembro6 en frascos de
cultivo y se incub6 a 37°C 5% CO, 3% O,

Se realizaron cambios de medio suplementado realizando un lavado previo de las
células con solucién salina cada 3 dias

2.4.7 Conteo y determinacion de viabilidad celular

Para el conteo y la determinacién de la viabilidad celular de los cultivos realizados
a partir de los procedimientos anteriores, se realizo el ensayo con azul de tripan,
un colorante azoico derivado de la toluidina. Esta permite la evaluacion de
viabilidad celular por exclusiébn de captacion, ya que este colorante no puede
penetrar y tefiir a las células vivas con membranas integras.

Para realizar este procedimiento, en primer lugar, se tomé una alicuota de 90 pL
de colorante azul de tripan. Posteriormente se le adicion6 una alicuota de 10 uL de
la suspension celular obtenida previamente tras la resuspension del pellet con
medio de cultivo suplementado. Esta mezcla se homogeneizé pipeteando varias
veces Yy finalmente se tomd6 una alicuota de 10 pL la cual se dispuso en una
camara de Neubauer, para ser observada bajo un microscopio optico invertido.

Para determinar el porcentaje de viabilidad celular a partir del conteo del niumero
de células vivas y muertas, se tuvo en cuenta la siguiente ecuacion.

numero de células vivas totales

Viabilidad celular (%) = X 100 [1]

[numero de células totales (vivas+muertas)]
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2.4.8 Protocolo para el subcultivo celular

Cuando se llegé a la confluencia celular, se realiz6 el procedimiento para el
subcultivo con el fin de determinar el nUmero de pases posibles antes de llegar al
fenémeno de senescencia. En primer lugar, dentro de la cabina de flujo laminar, se
retiré el medio de cultivo con el uso de pipeta y se descartd. Se realizé un lavado
con 5 mL de solucién salina a los frascos de cultivo varias veces y se descartd. Se
adicion6 1 ml de tripsina/EDTA al 0,25% a cada frasco y se distribuy6
uniformemente. Posteriormente se incubo a 37°C durante 5 minutos. Transcurrido
este tiempo, se verificO que las células se encontraran completamente
desadheridas, se procedié a adicionar 4 mL de medio de inactivacion (solucién
salina + FBS 5%) y se transfirié a un tubo Falcon. A continuacién, se centrifugé a
1500 rpm durante 10 minutos y se descart6 el sobrenadante. Se resuspendio el
pellet con 2 mL del medio de cultivo suplementado y se realiz6 el procedimiento
para el conteo celular y se realizaron los calculos pertinentes para determinar la
cantidad de células a sembrar en cada frasco. Finalmente se complet6 el volumen
adicionando 7 mL de medio suplementado después de la siembra en cada frasco.
Se incubaron los frascos obtenidos a 37°C 5% CO,,

Este procedimiento fue realizado cada 2-3 dias segun se incrementara confluencia
celular.
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2.5 Resultados y discusion

Los fibroblastos son el principal componente del tejido conectivo, donde juegan un
papel importante manteniendo la integridad estructural. A pesar de que existen
algunas diferencias en la composicion total de la piel de ratas y humanos, la
dermis, es un tejido conectivo fibroso y filamentoso que contiene una composicion
similar en ambos casos de fibroblastos, células endoteliales, macréfagos y
ocasionalmente leucocitos. Es por esto que es posible realizar cultivos celulares a
partir de tejido dérmico de rata, que pueden ser comparables con los resultados
gue puedan ser obtenidos a partir de tejido humano. Esto los hace idéneos como
alternativa para futuros ensayos de toxicidad e irritabilidad dérmica de productos
cosmeéticos (Schuhmachers & Xu, 1995).

A pesar de la complejidad de la composicion celular, se pueden obtener cultivos
de fibroblastos relativamente puros a partir de especimenes de piel sin un proceso
sofisticado de purificacion. Esto se debe al hecho de que los fibroblastos crecen
rapida y continuamente cuando se cultivan en presencia de suero, al contrario de
otros grupos celulares que requieren adicionalmente factores de crecimiento
especificos (Schuhmachers & Xu, 1995).

A continuacion, se describen y analizan los resultados obtenidos para el
aislamiento de fibroblastos primarios a partir de tejido dérmico de neonato de rata
Wistar (P2-P8) a partir de diferentes métodos, variado principalmente las enzimas
usadas para la disgregacion del tejido y los medios de cultivo.

La disgregacion del tejido al igual que el subcultivo celular, son etapas en las que
se requiere la separacidén de las células entre si y de un sustrato, teniendo en
cuenta que se debe mantener la viabilidad de las mismas. Para esto se tiene que
romper la malla de proteinas que forman la matriz extracelular que las mantiene
unidas. Generalmente esto se consigue por tres posibles métodos o una
combinacion de los mismos: mecénicos, quimicos o enzimaticos (Cultek, 2007).
En el caso del presente trabajo, se evaluaron 3 técnicas de disgregacion
enzimatica, basandose en trabajos publicados previamente y teniendo en cuenta
la naturaleza del tejido con el que se iba a trabajar.

En primer lugar, se realiz6 una evaluacion de cada método por separado teniendo
en cuenta el numero total de células obtenidas en cada repeticién y su respectiva
viabilidad. Finalmente se realizé un analisis comparativo de los tres métodos con
el fin de determinar cudl fue el mas idéneo para la obtencion de fibroblastos a
partir de tejido dérmico.
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2.5.1 Evaluacion enzimética con tripsina 0,25%

Con el fin de evaluar el efecto de la actividad enzimética de la tripsina en el
tratamiento para el aislamiento de fibroblastos de piel de neonato de rata, se
realizaron 5 ensayos diferentes, utilizando en cada uno, el tejido dérmico de 5
animales distintos (Ratas Wistar P2-P8). En la figura 5 se observan los graficos
obtenidos del niumero de células aisladas del tejido y el porcentaje de viabilidad
celular en cada caso.

La tripsinizacion es un método por el cual se ha demostrado que es posible
obtener células vivas mono dispersas a partir de un tejido animal, en este caso, la
muestra animal consistia en tejido dérmico de neonato de rata Wistar, debido al
tipo de células de interés para el aislamiento. Esta enzima, puede degradar
diferencialmente la matriz proteica que permite la unién de las células con el tejido.
De esta forma, se puede liberar estas células en suspension evitando que se
generen dafios importantes en las mismas (Gio, 1964). Es por esta razén, que la
tripsina ha sido la enzima de eleccion para la disgregacion en la mayoria de lineas
celulares.

Un paso determinante del éxito y el correcto aislamiento de los fibroblastos a partir
del tejido dérmico es entonces esta etapa de digestibn enzimética. Los
investigadores, ademas de lo mencionado anteriormente, pueden necesitar
comparar varias condiciones (por ejemplo, lotes de tripsina, concentraciones de
tripsina y periodos de incubacién) para maximizar el rendimiento celular mientras
se mantiene la viabilidad celular (Takashima, 1998).

En el caso del presente trabajo, se utilizo la tripsina procedente del mismo lote y
con la misma concentracion (0,25%), con el fin de evitar que estas variaciones
afectaran los resultados. De igual forma, en cada uno de los ensayos se verifico el
tiempo y la temperatura de incubacién para que siempre fuera el mismo en cada
caso (10 minutos a 37°C).

En la Figura 5, A se puede observar el nimero de células obtenidas a partir del
tejido disgregado. En la gréafica se puede ver que el numero de células varia en un
rango desde 2x10° hasta 3.8x10° aproximadamente. En los resultados planteados
para el seguimiento del protocolo por Takashima y colaboradores, que fue tomado
como base para esta parte del trabajo, sugieren que se pueden obtener entre 1-
3x10° células por muestra de piel, lo cual se encuentra dentro del rango de los
resultados obtenidos en este trabajo.
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Figura 5. Evaluacion de la disgregacion enziméatica con tripsina 0,25%. A)
namero de células obtenidas en las diferentes repeticiones. B) porcentaje de
viabilidad celular obtenido para cada repeticion

Es necesario tener en cuenta que ademdas de las variables mencionadas
anteriormente, existe una variable ajena al proceso de tripsinizaciéon que de todas
formas afecta el resultado del numero de células, se trata de la cantidad de
sustrato, es decir de la muestra de tejido que sera sometida al proceso de
disgregacion (Gio, 1964). esto puede explicar el rango de variabilidad del nimero
de células obtenido en cada repeticion (Figura 5,A). Ya que, en el momento de
realizar el raspado de la dermis de la muestra de piel completa removida del
animal, es un proceso que por las condiciones de trabajo puede llegar a ser muy
variable, ya que, aunque se use la misma hoja para el escarpelo, no puede
asegurarse que la cantidad de dermis extraida sea la misma, ya sea porque el
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tamafio de la muestra de piel varie, o existan perdidas del tejido cuando se realiza
la limpieza del mismo.

Figura 6. Imagenes de cultivo celular primario de fibroblastos por el metodo
de disgregacion enzimatica con tripsina 0,25%. A) Dia 0, objetivo 4X. B) Dia 1.
Obijetivo 4X. C) Dia 3, objetivo 4X. D) Dia 6, objetivo 10X.

Ademas de lo mencionado anteriormente, la condicion estructural de la dermis no
permite seccionar homogéneamente la muestra, ya que la dermis consiste en una
capa viscosa y dificil de expandir en su totalidad, lo que dificulta medir el area de
cada seccién y a su vez garantizar que todas sean iguales. Es importante resaltar
el efecto que tiene el tamafo de los fragmentos de tejido seccionados, ya que a
menor tamafo, se puede optimizar méas la concentracion de enzima y el periodo
de incubacion (Takashima, 1998). Lo que de alguna forma refuerza el hecho de
obtener variabilidad en cada una de las repeticiones realizadas para este
procedimiento.
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En cuanto a la viabilidad celular, como se puede observar en la Figura 5.B, los
resultados para todas las repeticiones se encuentran entre 90-100% lo que
representa un resultado favorable para este método, ya que lo que se busca es
que la cantidad de células extraidas de la muestra de tejido puedan ser cultivadas
y mantenidas satisfactoriamente en el tiempo.

Por otra parte, en la figura 6, se pueden observar las imadgenes correspondientes a
uno de los cultivos primarios obtenidos por este método a través de los dias. Se
observa en primer lugar (Figura 6.A) la morfologia de las células sembradas
inmediatamente después del proceso de aislamiento. En esta etapa las células
presentan forma redondeada pues aun no se encuentran adheridas al frasco de
cultivo. Al transcurrir el tiempo (Figura 6.B,C) se evidencia el cambio en la
morfologia de las células, se ven mas alargadas y con protuberancias como se
describen en la literatura (Figura 2), ademas se puede ver el aumento en el
namero de células presente en el plato de cultivo. Finalmente se puede ver el
fendbmeno de confluencia celular que ocurre después de la replicacion de las
células hasta formar una monocapa que cubre toda la superficie del frasco de
cultivo (Figura 6,D). Es en esta etapa donde se realiza el proceso de subcultivo.

En la figura 7, se tienen las imagenes correspondientes a los subcultivos
realizados a partir del cultivo primario. Se puede observar que en el dia 1 las
células sembradas se encuentran totalmente adheridas y en el dia 3 se logra
llegar a la confluencia celular (Figura 7, A,B). Por otra parte, se hace evidente el
cambio en la morfologia a medida que aumenta el nimero de pases. En la figura
7,C se pueden observar cambios en la forma y tamafio de las células
comparandolas con las células del cultivo primario o incluso con pases de menor
namero. De la misma manera en el pase 10 (Figura 7,D) se ve que la forma
alargada de los fibroblastos originales ha cambiado notablemente, ademas de el
hecho de que se evidencia el deterioro celular mostrando una membrana menos
definida. Es en este punto donde se llega al fenbmeno de senescencia, que hace
referencia al momento en que se detiene la reproduccion y el crecimiento celular
en respuesta al estrés y el dafio celular producido por el tiempo y la cantidad de
subcultivos realizados (Klaus & Klaus, 1979).
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Figura 7. Imagenes de subcultivos de fibroblastos por el método de disgregacion
enzimatica con tripsina 0,25%. A) P1 dia 1, objetivo 4X. B) P1 dia 3. Objetivo 4X. C) P5
dia 2, objetivo 4X. D) P10 dia 2, objetivo 100X.

Finalmente en la Figura 8 se puede observar el grafico obtenido que representa la
taza de crecimiento celular del cultivo aislado de fibroblatos por el metodo de
disgregacion enzimatica con tripsina. En el eje “X” se representa el numero de
pases y en el eje “y” la cantidad de células determinadas en el conteo celular.
Como se muestra en la linea de tendencia, se presenta un crecimiento
exponencial del numero de células entre los pases 2 y 3, a partir de este se
muestra otro aumento menos marcado del numero de células hasta presentar una
disminucion gradual de las mismas.
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Figura 8. Taza de crecimiento celular del cultivo aislado de fibroblastos.
2.5.2 Evaluacion enzimética con tripsina 24 horas a 4°C

Como se explicd en el numeral 2.4.5 se realizaron dos ensayos sometiendo la
muestra de piel (dermis y epidermis) suspendida en tripsina durante 24 horas a
4°C. Se queria verificar si era posible obtener una cantidad significante de
fibroblastos por este método, ya que, de ser asi, se podria plantear un protocolo
en el cual se obtengan de manera simultanea, fibroblastos y queratinocitos
aislados, utilizando la misma muestra de tejido.

En la Figura 9 se observa el numero de células obtenidas a partir de este método
y su respectiva viabilidad. Como se puede ver, el nUmero de células se encuentra
en un intervalo de 100000 células de diferencia, lo que puede significar cierta
homogeneidad en los resultados con este método, sin embargo, no se puede
asegurar esto debido a las pocas repeticiones realizadas para el mismo.

34



Numero de células
3.0x106 -

2.9x108 4

2.8x10° 4

2.7x10° 4

NUmero de células

2.6x10°8

Repeticiones

B Viabilidad celular

=
N (o] (o] o
T 2 9

viabilidad celular (%)
N
e

o

Repeticiones

Figura 9. Evaluacién de la disgregacion enzimatica con tripsina durante 24
horas a 4°C. A) numero de células obtenidas en las diferentes repeticiones. B)
porcentaje de viabilidad celular obtenido para cada repeticion.

El motivo principal de no realizar mas repeticiones para este tratamiento, se debe
a los resultados obtenidos de la viabilidad celular en ambos casos, ya que como
se puede observar en la Figura 9,B, el porcentaje de viabilidad es <70% por el
método de exclusiébn con azul de tripan, esto indica sobredigestion del tejido
(Takashima, 1998).

El tiempo en el que se somete el tejido a la disgregacién con tripsina es la etapa
mMas critica en este proceso, lo que afecta directamente a la viabilidad celular. En
este caso, al someter el tejido 24 horas suspendido en tripsina, se puede
evidenciar en los resultados que los fibroblastos p9resentes en este fueron
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disgregados en mayor proporcion debido al aumento en el tiempo de contacto de
estos con la tripsina. Es por esto que se puede concluir que no es viable utilizar
este método para el aislamiento de fibroblastos primarios.

Figura 10. Imagenes de cultivo celular primario de fibroblastos por el método
de disgregacién enzimatica con tripsina durante 24 horas. A) Dia 2, objetivo
4X. B) Dia 5. Objetivo 4X. C) Dia 8, objetivo 4X. D) Dia 10, objetivo 4X.

Otro aspecto a tener en cuenta es el evidenciado en la figura 10. El crecimiento y
tiempo de duplicacion de los fibroblastos obtenidos fue mucho mas lento
comparado con el método descrito en el numeral 2.5.1. En el dia 10 (Figura 10,B),
aungue se ve un gran numero de células, todavia no se observa una monocapa
uniforme en el frasco de cultivo, lo que quiere decir, que no se ha llegado a la
confluencia celular. En este orden de ideas se concluyd que éste protocolo no es
el idoneo para el aislamiento de fibroblastos de tejido dérmico de neonato de rata.
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2.5.3 Evaluacion enziméatica con Colagenasa tipo IA 1500 U/mg y Tripsina
0,05%

Con el fin de evaluar el efecto de la actividad enzimética de la colagenasa en
combinacion con tripsina en el tratamiento para el aislamiento de fibroblastos de
piel de neonato de rata, se realizaron 4 ensayos diferentes, utilizando en cada
uno, el tejido dérmico de 4 animales distintos (Ratas Wistar P2-P8). En la Figura
11 se observan los graficos obtenidos del numero de células aisladas del tejido y
el porcentaje de viabilidad celular obtenido en cada caso.

Como se ha mencionado anteriormente, en los protocolos planteados para el
aislamiento celular de tejidos, se utilizan diferentes métodos de disgregacion y
dentro de los enzimaticos se plantean procedimientos con combinacién de
diferentes enzimas con el fin de aprovechar las caracteristicas de cada una y asi
optimizar la obtencion de células viables.

Es por esto que para este proyecto se tomé como base el procedimiento para la
obtencion de fibroblastos a partir de muestras de tejido de ratones adultos
desarrollado en la universidad de Washington, departamento de ciencias
genodmicas. Ya que para la etapa de disgregacion enzimatica proponen el uso
concomitante de tripsina y colagenasa tipo IA, en diferentes etapas de
disgregaciéon como se describe en la metodologia (Hansen et al., 2011). Esta
combinacion de enzimas se propone para cultivos formados por multiples capas
de células, especialmente en cultivos productores de colageno (Cultek, 2007),
como es el caso de los fibroblastos.

Como se puede evidenciar en el gréafico A de la Figura 11, existe gran variabilidad
en el ndmero total de células obtenidas para cada una de las repeticiones
realizadas por este método. Como se menciond anteriormente para el caso de la
tripsina, una etapa determinante en este procedimiento es el raspado de la dermis
que permite obtener el tejido de interés, y evitar la contaminacion de los cultivos
con otros grupos celulares presentes en otras capas de la piel. En este caso, al
someter la muestra a dos procesos de disgregacion enzimética, puede acrecentar
la desviacion de los resultados y hacer mas critico este factor al igual que el de las
dimensiones de los cortes del tejido dérmico, ya que, como se mencion6
anteriormente, al ser mas pequefios los cortes, habrd mas sitios de accion para las
enzimas, asi como también la habilidad del investigador.
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Figura 11.Evaluacién de la disgregacion enzimatica con colagenasa 1500
U/mg vy tripsina 0,05%. A) numero de células obtenidas en las diferentes
repeticiones. B) porcentaje de viabilidad celular obtenido para cada repeticion.

Sin embargo, a pesar de la variaciéon, se puede evidenciar el notorio aumento en el
namero de células obtenidas por este método. Ya que cada una de las enzimas
implicadas cumple un papel importante y que puede ser aprovechado
satisfactoriamente en este procedimiento. En el caso de la colagenasa, por si sola
no dara una sola suspensién celular si hay células epiteliales presentes, pero de
esta forma la enzima puede ser menos dafina para las células. Por el contrario, la
tripsina ofrece una disgregacién mas completa, sin embargo, esta enzima puede
ser mas citotoxica, es decir, que puede producir mayor dafio a la integridad de las
células (Freshney, 2005). Es asi como la combinacién de estas dos enzimas
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favorece la optimizacion de los resultados, teniendo en cuenta el niumero de
células totales aisladas de cada muestra de piel, asi como del porcentaje de
viabilidad obtenido para cada una de las repeticiones realizadas por este método
(Figura 11.B), el cual se encuentra dentro de los limites satisfactorios para una
linea celular viable.

Por otra parte, en la Figura 12 se pueden apreciar las imagenes obtenidas de uno
de los cultivos celulares primarios realizados por este método. En el dia 2 (Figura
12.A) se observa una gran cantidad de células adheridas al frasco de cultivo, que
conservan las caracteristicas morfologicas descritas en la literatura para los
fibroblastos, en el dia 3 (Figura 12. B,C) se observa una monocapa uniforme de
células que permite reconocer el momento en el que se ha llegado a la confluencia
y se requiere hacer un subcultivo de las células.

Figura 12. Imagenes de cultivo celular primario de fibroblastos por el método
de disgregacién enzimatica con colagenasa y tripsina. A) Dia 2, objetivo 4X.
B) Dia 3. Objetivo 4X. C) Dia 3, objetivo 10X.
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En el caso de los subcultivos o pases realizados por este método (Figura 13), se
puede evidenciar que la morfologia aun corresponde con lo descrito para los
fibroblastos, es decir que, en este aspecto, el uso de dos enzimas no afecta
negativamente al desarrollo normal del cultivo primario ni de los subcultivos
siguientes.

Figura 13. Imagenes de subcultivos de fibroblastos por el método de
disgregacion enzimatica con colagenasa y tripsina. A) P1 dia 1, objetivo 10X.
B) P1 dia 3. Objetivo 10X.

Finalmente, es importante tener en cuenta que en este caso no fue posible realizar
la misma cantidad de subcultivos sucesivos que en el caso del procedimiento
descrito en el numeral 2.5.1, debido a que no se contaba con el tiempo suficiente
para llevarlo a cabo, este inconveniente se debe a que los reactivos necesarios
para la realizacion del proyecto tardaron en el proceso de importacion. Sin
embargo, las células obtenidas por este método se almacenaron en nitrégeno
liquido tras realizar el protocolo descrito para la criopreservacién de las mismas.
De esta forma ser& posible realizar subcultivos y realizar estudios posteriores a
partir de estas células.

2.5.4 Evaluacion morfoldgica de los fibroblastos aislados

Los fibroblastos normales son células grandes con nucleo esférico u ovoide y
prominentes protuberancias (lamelipodios) que corresponden a prolongaciones de
la membrana celular producidas por la accion de microfilamentos de actina, y por
la produccién de colageno y glicoproteinas (Seluanov et al., 2010). Los
fibroblastos crecen en una monocapa y cuando se presenta gran densidad celular
se puede apreciar una apariencia fusiforme en los mismos.
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Figura 14. Imagenes de cultivo celular de fibroblastos. A) cultivo en
crecimiento, objetivo 40X. B) cultivo en confluencia celular. Objetivo 40X.

En la Figura 14, se pueden observar las imagenes de un cultivo celular aislado de
fibroblastos con vista ampliada por aumento de 40X. en la imagen A se observa un
grupo de células en crecimiento, mientras que en la imagen B se aprecia la
morfologia de las células en estado de confluencia. Teniendo en cuenta la
descripcion de la morfologia de los fibroblastos normales encontrada en la
literatura se asemeja en gran proporcion a la presentada en las figuras 6, 7, 10, 12
y 14, por lo que se puede inferir que las células obtenidas y aisladas por los
diferentes metodos corresponden con fibroblastos.

Cabe destacar el hecho de que la morfologia original de los fibroblastos no solo
cambia segun la etapa de crecimiento en que se encuentre, como se ve en la las
imagenes, sino que tambien puede variar segun el tejido y la especie de la que
fueron aislados (Takashima, 1998).

2.5.5 Comparacion estadistica de los protocolos evaluados

Se realiz0 la comparacion estadistica del nimero de células totales obtenidas a
partir de los tres métodos descritos anteriormente. Teniendo en cuenta que los
datos del segundo método son muy pocos (n=2), y que los 3 tratamientos tienen
diferente nimero de repeticiones, para realizar un analisis que tenga mayor
significancia y validez estadistica, se realiz6 un ANOVA simple comparando el
tratamiento 1 (Tripsina 0,25%) con los tratamientos 2 (Tripsina 24h 4°C) y 3
(Colagenasa + Tripsina).
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Figura 15. Comparacion estadistica del numero de células totales obtenidas
a partir del tratamiento realizado con tripsina 0,25% vs el tratamiento para
gueratinocitos (tripsina 24h 4°C)

El ANOVA muestra con un nivel de confianza del 95% que los tratamientos 1y 2
no presentan diferencias significativas debido a que el valor p obtenido es de
0,9057, mayor al nivel de significancia (p>0,05). Por lo tanto, teniendo en cuenta
solamente el nimero de células totales se podria inferir que cualquiera de los
tratamientos ofreceria resultados similares. Sin embargo, si se tiene en cuenta los
valores obtenidos de viabilidad celular para ambos casos (Figuras 5,B y 9,B), el
tratamiento en que se somete la muestra a 24h en una suspension de tripsina no
ofrece resultados 6ptimos para el proceso de aislamiento de fibroblastos a partir
de tejido dérmico de rata neonatal, debido a su bajo porcentaje de viabilidad.
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Figura 16. Comparacion estadistica del numero de células totales obtenidas
a partir del tratamiento realizado con tripsina 0,25% vs el tratamiento en
combinacion de colagenasa con tripsina.

El ANOVA muestra con un nivel de confianza del 95% que los tratamientos 1y 3
presentan diferencias significativas debido a que el valor p obtenido es de 0,0419,
menor al nivel de significancia (p<0,05). Es decir, que aunque existe un amplio
rango de variacion en los resultados, se puede asegurar que el tratamiento que
utiliza la combinacion de las enzimas colagenasa y tripsina, permite la obtencion
de mayor nimero de células totales aisladas, comparado con el tratamiento que
utiliza sélo tripsina para la disgregacion enziméatica, esto se puede complementar
con lo mencionado en los numerales 2.5.1 y 2.5.3, teniendo en cuenta

principalmente el alto porcentaje de viabilidad celular que se presenta en ambos
casos.
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2.6 Conclusiones

Se aislaron células primarias de fibroblastos a partir de piel de neonato de
rata in vitro, siguiendo tres procedimientos diferentes. Determinando que el
método que utiliza la combinacion de colagenasa tipo IA y tripsina es el que
ofrece mejores resultados, en cuanto a numero de células aisladas del
tejido y viabilidad celular.

Se logré promover el crecimiento y desarrollo de fibroblastos primarios
aislados, utilizando los medios de cultivo idoneos y manteniendo las
condiciones ambientales Optimas para su normal desarrollo in vitro.

Se cuantificé la tasa de crecimiento, el nUmero total de células aisladas del
tejido y la viabilidad celular de los cultivos primarios de fibroblastos.
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2.8 Recomendaciones

e Realizar la caracterizacion de las células aisladas por inmunohistoquimica u
otros métodos que confirmen que las células obtenidas correspondan con
fibroblastos.

e Realizar mayor niumero de ensayos para el método de disgregacion
enzimatica con la combinacion de colagenasa tipo 1Ay tripsina, con el fin de
estandarizar la cantidad de muestra de tejido dérmico necesaria para
reducir el rango de variacion del numero de células totales aisladas.

e Realizar limpieza del cuarto de cultivo rutinariamente segun lo descrito en
los protocolos establecidos y trabajar en condiciones de asepsia, con el fin
de evitar la contaminacion de los cultivos o del material y reactivos del
laboratorio.

e Para evitar la poca cantidad de células aisladas del tejido, se recomienda
realizar cortes pequefios del tejido dérmico con el fin de optimizar el
proceso de disgregacion enzimatica.

e Realizar el proceso de remocién de la piel lo mas pronto posible después
del sacrificio del animal, no mas de dos horas desde este momento.
Ademas, tener en cuenta de ser agil en la etapa de aislamiento del tejido
dérmico con el fin de obtener mejores resultados y evitar contaminacion.

e Mantener en adecuadas condiciones de almacenamiento los reactivos
segun la especificacion de los proveedores, especialmente las soluciones
de enzimas, ya que estas son susceptibles a degradarse si no se
encuentran en la temperatura adecuada. Para esto se pueden realizar
alicuotas del volumen suficiente para cada ensayo con el fin de que solo se
descongele la proporcién que se va a utilizar.
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ANEXOS

Anexo 1. Carta de aprobacion comité de ética

Se solicitd al comité de ética la ampliacion del alcance del proyecto del Profesor
Alvaro Barrera Ocampo “Evaluacion de la Vulnerabilidad de poblacién de
neuronas hipocampales 0 compuestos patogénicos relacionados con la
enfermedad de Alzheimer” para el uso de los mismos animales en el presente

proyecto.

$€ ICESI

Santiago de Cali, 05 de marzo de 2016
CICUAE 00112016

Sr(a). Alvaro Andres Barrera Ocampo
Investigador Principal- Universidad Icesi

ASUNTO: Aprobacién proyecto: “Evaluacion de lo vuinerobilidad de
poblaciones de neuronas hipocompales a compuestos patogénicos
relacionados con la enfermedad de Alzheimer*,

El 18 de febrero del presente aflo, los miembros de CIECUAE de la Universidad Icesi
revisaron y aprobaron el siguiente proyecto de investigacién, dando cumplimiento a la ley
84 de 1989 y a la resolucion de rectoria N° 847 (9 de Julio de 2012):

Evaluacion de la vulnerabilidad de poblaciones de neuronas hipocampales a
compuestos patogénicos relacionados con la enfermedad de Alzheimer”.

La presente se firma, el dia (10), mes (Marzo), del afio (2016)
Cordialmente,

ik, fncils

Juliana Rengifo
Presidente ~CIECUAE- Universidad Icesi
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Anexo 2. Matriz de marco légico

Objetivo General: Estandarizar un protocolo para el aislamiento, cultivo y mantenimiento de lineas
celulares primarias de fibroblastos de piel de rata neonatal in vitro.

Objetivo

Actividades

Supuestos

Indicadores

Aislar células
primarias de
fibroblastos a
partir de piel de
neonato de rata
in vitro.

e Aprobacion del comité
de ética.

e Realizar una revision
bibliografica de los
protocolos que existen
para el aislamiento y
cultivo de fibroblastos
primarios in vitro.

e Obtener todos los
reactivos e insumos
necesarios para el
aislamiento y cultivo
de fibroblastos de piel
de neonato de rata.

e Realizar el aislamiento
de fibroblastos
primarios a partir de
tejido epidérmico de
neonato de rata.

e Caracterizar
morfolégicamente las
células de fibroblastos
obtenidas en los
cultivos.

e No aprobacion del
comité de ética.

e Disponibilidad de los
reactivos  necesarios
para el aislamiento

celular.

e Disponibilidad de
recurso animal
(neonatos de rata
Wistar) para la

obtencién de explantes
de tejido epidérmico.

e Contaminacion de las
células aisladas de
fibroblastos por
factores
microbioldgicos.

e Caracterizacion

morfolégica de
las células
obtenidas a
partir del tejido
dérmico de
neonato de rata.

Promover el
crecimiento y
desarrollo de

fibroblastos

e Determinar los factores
necesarios para el
crecimiento de
fibroblastos in vitro.

e No exista proliferacion
de fibroblastos en los
cultivos celulares.

e Crecimiento de lineas

e Porcentaje de
crecimiento de
fibroblastos en
los cultivos
celulares.
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primarios in vitro.

Adicionar a los cultivos
factores de crecimiento

selectivos para
fibroblastos.

Determinar las
condiciones  6ptimas

para el mantenimiento
de los cultivos a través
del tiempo.

celulares diferentes a
fibroblastos.

Contaminaciéon de los
cultivos por
microorganismos.

Los cultivos celulares
obtenidos no se
mantienen a través del
tiempo.

Cuantificar la
tasa de
crecimiento y
viabilidad celular
de los cultivos
aislados de
fibroblastos.

Determinar el ndmero
de células vivas en los

cultivos mediante el
uso de colorantes de
contraste  (azul de
tripén).

Bajo porcentaje de
fibroblastos vivos en los
tejidos.

El método de contraste
por colorante no arroja
resultados concluyentes
de confluencia celular.

Porcentaje de
confluencia
celular.

Porcentaje de
células vivas
en los cultivos
(no tefiidas por
el colorante
azul de tripan).
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Anexo 3. Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico se realizé por medio del programa GraphPad Prism

Anova: esta prueba se lleva a cabo segun se cumplan los siguientes supuestos:

Supuesto 1: homogeneidad de varianzas

Ho: Las varianzas son iguales
Ha: Las varianzas no son iguales

Supuesto 2: Los datos tienen una distribucion normal

Ho: Los datos tienen una distribuciéon normal
Ha: Los datos no tiene una distribucion normal

(Se rechaza Hy si: valor p < 0,05)

Column A Tripsina
VS VS
Column C Colagenasa + Tripsina
Unpaired t test

P value 0,0419
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.484 df=7

How big is the difference?

Mean = SEM of column A

2740000 *+ 287400 N=5

Mean = SEM of column C

19220000 + 7542000 N=4

Difference between means

-16480000 + 6633000

95% confidence interval

-32160000 to -792600

R squared 0,4686
F test to compare variances

F,DFn, Dfd 551.0, 3,4
P value < 0.0001
P value summary il
Are variances significantly different? Yes
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Column A Tripsina
VS VS
Column B Tripsina - Queratinocitos
Unpaired t test

P value 0,9057
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=0.1246 df=5

How big is the difference?

Mean = SEM of column A

2740000 * 287400 N=5

Mean + SEM of column B

2800000 + 50000 N=2

Difference between means

-60000 * 481600

95% confidence interval

-1298000 to 1178000

R squared 0,003094
F test to compare variances

F,DFn, Dfd 82.60,4,1
P value 0,1646
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Prueba ANOVA

Comparacion estadistica de los tratamientos Tripsina y Colagenasa + tripsina

Number of values 5 4
Minimum 2,250e+006 4,875e+006
25% Percentile 2,250e+006 6,056e+006
Median 2,550e+006 1,691e+007
75% Percentile 3,325e+006 3,469e+007
Maximum 3,800e+006 3,818e+007
Mean 2,740e+006 1,922e+007
Std. Deviation 642651 1,508e+007
Std. Error 287402 7,542e+006
Lower 95% CI of mean 1,942e+006 -4,785e+006
Upper 95% CI of mean 3,538e+006 4,322e+007
KS normality test

KS distance 0,2321 N too small
P value >0.10

Passed normality test (alpha=0.05)? Yes

P value summary ns

Sum 1,370e+007 7,688e+007
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Comparacion estadistica de los tratamientos tripsina y tripsina- 24h 4°C

Number of values 5 2
Minimum 2,250e+006 2,750e+006
25% Percentile 2,250e+006 2,750e+006
Median 2,550e+006 2,800e+006
75% Percentile 3,325e+006 2,850e+006
Maximum 3,800e+006 2,850e+006
Mean 2,740e+006 2,800e+006
Std. Deviation 642651 70711
Std. Error 287402 50000
Lower 95% CI of mean 1,942e+006 2,165e+006
Upper 95% CI of mean 3,538e+006 3,435e+006
KS normality test

KS distance 0,2321 N too small
P value >0.10

Passed normality test (alpha=0.05)? Yes

P value summary ns

Sum 1,370e+007 5,600e+006
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