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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los
alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacion (colaboracion)
(coparticipacion) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

EI PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio Social
(acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar cuenta de los
saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacion profesional (Opcidon
Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las necesidades y

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAP es un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamente y en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de
sus saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, cocrear o transformar en

distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la
realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “saber y aprender a transformar”.

El Reporte PAP consta de tres componentes:



El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracidn de las incidencias en el entorno.

El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.

El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de
las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollé en el

transcurso de su labor.



Resumen

El PAP “Expansién de células mesenquimales de placenta humana en matrices
biolégicamente compatibles en CIATEJ y CEGINT”, es la continuacién de un proyecto
iniciado en el semestre de primavera 2020. El objetivo principal del presente proyecto reside
en la evaluacién de la compatibilidad de matrices bioldgicas, tanto comerciales como caseras,
con células mesenquimales de placenta humana (MSC) para la produccién de cultivos en 3D.

El proceso experimental se dividio en tres objetivos especificos que permitieron asegurar su
correcto desarrollo. Se inicid por la caracterizacion de la linea celular de trabajo mediante un
ensayo inmunocitoquimico, donde se encontré un marcaje positivo a los antigenos de

superficie caracteristicos de MSC, corroborando la integridad de las células.

El segundo objetivo consistié en la realizacion de una cinética preliminar y analisis de la
proliferacion celular en los microportadores (MP) comerciales (Corning® y CultiSpher) y
los caseros de PLA (&cido polilactico). Los resultados obtenidos revelan que los niveles
celulares en los MP de PLA y el estdndar de mercado (Corning®) son estadisticamente
iguales, avalando su uso para los fines del proyecto. Asimismo, se recomienda realizar un
analisis econémico para evaluar la viabilidad de su uso a gran escala y asegurar la

replicabilidad del proceso.

Finalmente, el tercer objetivo constituye la optimizacion del protocolo previamente
establecido para la produccion de los microportadores de PLA. Para esto, se introdujeron
biorreactores al proceso, se actualizaron las técnicas de esterilizacion y se realizaron pruebas

de esterilidad que permitieron asegurar el buen funcionamiento del nuevo protocolo.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional
El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucion social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa

construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y



en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en logica de

proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.

El presente proyecto es llevado a cabo dentro de las instalaciones del laboratorio de
Biotecnologia Médica y Farmacéutica (BMF) del Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologiay Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) en colaboracion con el laboratorio Nivel
Il del Centro para la Gestion de la Innovacion y la Tecnologia (CEGINT) del Instituto
Tecnologico y de Estudios Superiores de Occidente (ITESO), siendo parte del Departamento
de Procesos Tecnoldgicos e Industriales. Dichos entornos laborales proporcionan tanto las
instalaciones como los equipos e insumos requeridos para la adecuada ejecucion del

proyecto.

Debido a la naturaleza de investigacion en laboratorio, el proyecto se clasifica como de tipo
experimental. La metodologia y el sequimiento han sido ejecutados a lo largo de semestres
anteriores con el apoyo de los ingenieros e ingenieras Diego Padilla, Amparo Sahagun,
Mariana Mercado, Elke Islas, Ana Gabriela Alejandro, Ximena De Unanue y Judith Vazquez.
Actualmente, se suma la participacion de las estudiantes de ingenieria en Biotecnologia Ana
Paula Salcedo y Natalia Ramirez Zermefio. De igual manera, se cuenta con la direccion y
asesoria de los doctores David José Mendoza, Emmanuel Diaz, Gabriela Porras y Blanca
Valdivia.

Obijetivo general

Evaluar la compatibilidad de distintas matrices biolégicas con células mesenquimales de

placenta humana bajo condiciones controladas para la produccion de cultivos en 3D.

Obijetivos especificos

- Caracterizar la linea celular de trabajo.
- Ensayar diferentes matrices tanto comerciales como sintéticas a base de PLA (acido
polilactico).

- Estandarizar el protocolo de produccidon y esterilizacién de las matrices de PLA.



1.1 Entendimiento del ambito y del contexto
Desde la aparicion del cultivo habitual de células eucariotas hace mas de cuatro décadas, los
soportes mas comunmente utilizados para la promocion del crecimiento celular han sido
manufacturados a partir de poliestireno o cristal, adquiriendo la configuracion de una
superficie bidimensional plana [1]. Incontables investigaciones publicadas, que abarcan
desde el examen de agentes antineoplasicos hasta el analisis la biologia del desarrollo, han
dependido del formato 2D para la adhesion y el cultivo de células animales. No obstante,
estos estudios han sido objeto de critica debido a que se basan en la premisa de que la

fisiologia animal puede ser adecuadamente representada mediante una monocapa celular [2].

Resulta evidente que la disposicion de una célula eucariota en un soporte bidimensional de
vidrio o poliestireno no constituye una reproduccion fiel de la matriz extracelular encontrada
en el tejido nativo [3]. En consecuencia, se ha constatado una variabilidad significativa en
una serie de respuestas biolégicas complejas, tales como la expresion de receptores, la
migracion celular y la apoptosis, en comparacion con las observadas en el érgano o tejido

original [2].

Las matrices de cultivo tridimensional fueron desarrolladas para superar las limitaciones
arquitecturales de los cultivos bidimensionales. Dichas matrices porosas cuentan con la
capacidad de promover el crecimiento, la organizacion e incluso la diferenciacion celular en
su estructura [4]. Asi entonces, el objetivo final del disefio de matrices para cultivo 3D es
imitar las caracteristicas de la matriz extracelular (ECM) natural de tal manera que las células

se comporten como lo harian in vivo [4].

La eleccion de los materiales para la fabricacion de soportes (también conocidos como
portadores) incluye metales, vidrios, polimeros, ceramicas y derivados de tejidos bioldgicos,
asi como mezclas de materiales [5]. Los polimeros son cominmente utilizados debido a la
posibilidad de controlar sus propiedades quimicas y estructurales, ademas de que existe una
variedad de métodos para su produccion en escalas microscopicas y/o nanoscopicas [4]. Asi

entonces, los materiales deben ser elegidos tomando en cuenta su disposicion final.



En particular, los materiales biodegradables son utilizados con enfoques clinicos donde el
organismo debe ser capaz de metabolizar los productos monoméricos sin despertar respuestas
inmunoldgicas o el desarrollo de capsulas fibrosas [2]. En este sentido, Lee et al [4] reportan
una variedad de materiales polimericos para la produccién de matrices para cultivo 3D.
Dichos materiales pueden ser clasificados como naturales o sintéticos (Tabla 1). Los autores
resaltan que practicamente cualquier sustancia que cambia de estado de liquido a sélido
puede ser utilizada, aunque cominmente se implementan polimeros sintéticos, especialmente

PLA (acido polilactico), PGA (&cido poliglicolico) y sus mezclas copoliméricas [4].

Tabla 1. Materiales para la produccion de matrices tridimensionales

Polimeros sintéticos Polimeros naturales
Acido Poliglicélico (PGA), Acido polilactico (PLA), | Colageno, Gelatina, Hialuronato,
Copolimero de Acido polilactico y poliglicélico (PLGA), | Glicosaminoglicano, Quitosano,  Alginato,
Policaproactona  (PCL),  Polietilenglicol ~ (PEG), | Seda, Fibrina, Dextrano, Matrigel, etc.
Polivinilalcohol (PVA), Polipropileno Fumarato (PPF),
Acido Poliacrilico (PAA), Péptidos, ADN (polimeros
naturales artificialmente preparados)

Adicionalmente, el uso de PLA y PGA dentro del area médica fue aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA) en 1969 y 1971, respectivamente [6]. Asimismo, los
biopolimeros son altamente utilizados en la industria farmacéutica dado que pueden acarrear
medicamentos de diversas maneras, ya sea a través de una adsorcion fisica, una union
quimica o al encapsular el medicamento dentro de una estructura polimérica en forma de
esfera [7]. Esta encapsulacion previene la modificacion no deseada del medicamento o de la

sustancia activa, proporcionando asi una proteccion adicional [8].

Los farmacos son encapsulados en un portador polimérico apropiado, lo que habilita una
liberacion sostenida durante periodos que pueden extenderse desde dias hasta afios [9]. La
eleccion de un portador biocompatible y que se descompone naturalmente permite que el
medicamento alcance su destino deseado, al mismo tiempo que se regula la velocidad de
liberacion del medicamento mediante el uso de polimeros resistentes al entorno gastrico, y
se logra un control espacial incorporando particulas magnéticas en la estructura del portador
[10].



En cuanto a la produccion de los microportadores, Costa et al [11] mencionan las técnicas de
electroaspreado y emulsificacion por solventes. Se resalta que los portadores deben cumplir
con las condiciones que establece la farmacopea con respecto a la esterilidad [12]. Sin
embargo, algunos métodos propuestos para esterilizar, tales como la esterilizacion quimica
con oxido de etileno, no son apropiados para poliésteres alifaticos biodegradables [13]. En
contraste, la esterilizacion mediante irradiacion gamma es ampliamente utilizada en
dispositivos médicos que son sensibles al calor y se puede aplicar eficazmente a polimeros

que se descomponen naturalmente y a sustancias farmacéuticas [11].

Costa et al. [11], describen otros métodos mas accesibles para la esterilizacion de los
microportadores, tales como métodos quimicos para materiales que no resisten altas
temperaturas, calor seco 0 himedo, asi como técnicas de exclusién molecular. Todos los
métodos mencionados cuentan con sus desventajas, ya sea la posible formacién de residuos

toxicos, la degradacion del biopolimero o el tamafio de membrana.

Por su parte, en un estudio realizado por Rubi-Sans et al [14], se desarrollaron microtejidos
utilizando una matriz derivada de células. La técnica se basa en el uso de acido polilactico y
microportadores Cultispher® S como soporte, donde se cultivaron células madre
mesenquimales de médula 6sea de rata (rBM-MSCs).

Finalmente, los autores concluyen que todas las condiciones de microtejidos producen una
matriz extracelular densa que rodea a los microportadores, y esto ocurre sin necesidad de
utilizar factores de crecimiento [14]. De manera intrigante, cuando se combinaron ambos
tipos de microportadores para formar microtejidos mixtos, se observé que las células se
multiplicaban constantemente, secretaban una gran cantidad de matriz extracelular y

estimulaban una respuesta angiogénica [14].

1.2 Caracterizacion de la organizacién
El presente Proyecto de Aplicacion Profesional se lleva a cabo en el laboratorio de
Biotecnologia Médica y Farmacéutica (BMF) del Centro de Investigacién y Asistencia en

Tecnologiay Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) en colaboracion con el laboratorio Nivel



Il del Centro para la Gestion de la Innovacion y la Tecnologia (CEGINT) del Instituto
Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Occidente (ITESO). El proyecto se encuentra bajo
la coordinacion del Departamento de Procesos Tecnoldgicos e Industriales del ITESO y

cuenta con la direccion de los doctores David Mendoza y Emmanuel Diaz.

El laboratorio de BMF del CIATEJ se enfoca en abordar las demandas y desafios del sector
médico y farmacéutico en México. Su labor se centra en la investigacion, desarrollo y
transferencia de productos innovadores destinados a la prevencion, diagndstico, tratamiento
y control de patologias humanas y veterinarias, teniendo en cuenta las bases moleculares de
la salud y la enfermedad [15]. La direccion de este laboratorio esta a cargo del Dr. Emmanuel

Diaz.

Por su parte, los laboratorios que integran el CEGINT se encuentran bajo la direccion del Dr.
Alejandro Arana. El centro tiene el objetivo de desarrollar proyectos orientados hacia un
andlisis continuo de la realidad, con un enfoque particular en temas relacionados con la salud,
la alimentacion y el medio ambiente [16]. Dichos proyectos se alinean con el proposito de
promover un crecimiento econémico que se ajuste a los principios de la ética profesional.
Ambos centros de trabajo proporcionan tanto las instalaciones como los equipos e insumos

requeridos para la adecuada ejecucion del presente PAP.

Cabe resaltar que el proceso experimental se dividio en dos secciones distintas: la produccién
de microportadores y el cultivo celular. La primera fase del proyecto se llevé a cabo en las
instalaciones del CEGINT, ya que el centro ofrecia las facilidades necesarias para el proceso,
como biorreactores, campana de extraccion y solventes. Por otro lado, la etapa del cultivo
animal se desarroll6 en los laboratorios del CIATEJ bajo la supervision del Dr. Emmanuel
Diaz, quien proporciono el equipo especializado, reactivos y materiales esenciales para el

correcto desarrollo de los cultivos animales.

Los laboratorios mencionados anteriormente han sido disefiados de acuerdo con las
directrices de las buenas practicas de manufactura y de laboratorio, cumpliendo con rigurosos

estandares de calidad. Estan especialmente equipados para llevar a cabo investigaciones que



involucran células de origen animal, ya que cuentan con una amplia gama de recursos,
incluyendo mesetas, detectores de humo, sensores de movimiento, campana de flujo laminar,
incubadora de didxido de carbono y microscopio invertido, ademéas de otros equipos

altamente especializados.

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

La terapia con células troncales es un método fundamentado en el cultivo celular y la biologia
del desarrollo, aprovechando su capacidad de renovarse y diferenciarse con la finalidad de
tratar numerosas enfermedades y lesiones [17] [18]. Gracias a las células troncales
pluripotentes (embrionarias) y multipotentes (hematopoyéticas y mesenquimales) [19]
obtenidas de embriones y médula Osea, placenta o sangre del corddon umbilical,
respectivamente, es posible llevar a cabo ingenieria, regeneracién y reparacion de tejidos,

terapia para enfermedades autoinmunes, hepaticas, dseas y cartilaginosas [20], entre otras.

El cultivo de lineas celulares humanas para uso terapéutico se remonta a la década de 1950
con los ensayos que permitieron crear la vacuna con el virus del polio inactivado [21] que,
de acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud [22] en 1994 logré la erradicacion
la poliomielitis en la Regién de las Américas. Asimismo, en 1980, con el auge de las
tecnologias recombinantes para la produccion de anticuerpos en biofarmacos, se permitio la
estandarizacion de los métodos de cultivo, el aumento del acervo cientifico y el progreso en
dicha tecnologia [23] que permiten establecer las bases para la produccion de células

troncales, como las mesenquimales, en procesos de mayor escala.

La manera en que se lleva a cabo el crecimiento de células troncales mesenquimales (MSC,
por sus siglas en inglés) es en monocapa, suspension y cultivo tridimensional [24], siendo
este Gltimo el de mayor interés debido a su potencial para generar altos rendimientos de
produccion celular. El cultivo tridimensional permite un nivel de duplicacion de la poblacion
del inoculo de hasta 4.0 [25], debido a que propicia la formacién de agregados celulares que,
de acuerdo con Jaukovi¢ et al. [26], imitan mejor las caracteristicas estructurales y

funcionales del microambiente tisular nativo. El aprovechamiento de recursos como el
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espacio y reactivos es mayor en este tipo de crecimiento, en comparacién con el tradicional
crecimiento en monocapa, el cual es en la superficie de recipientes de plastico o de vidrio
con limitada superficie para la proliferacion celular, medio de cultivo no homogéneo y con

dificultad para medir parametros de cultivo (pH, OD) [27].

En 1967, van Wezel propuso por primera vez el uso de microparticulas de plastico con
reticulacion de dextrano, el cual permitio establecer la adhesion celular a la esfera [27].
Conforme fue evolucionando dicha tecnologia, se implementaron nuevos materiales para
fabricar las microparticulas, también Ilamadas microportadores (MP), tales como
poliestireno, vidrio y celulosa. En Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) realizados
anteriormente en el ITESO por el Ing. Diego Padilla y coordinados por el Dr. David J.
Mendoza y la Mtra. Aida Guerrero en el periodo de otofio 2020, se hicieron pruebas de
estandarizacion del crecimiento tridimensional en un Spinner-flask (Corning ®) utilizando
MP de poliestireno USP clase VI (Corning ®), recubiertos con matriz de colageno, logrando
un nivel de duplicacion de la poblacion del indculo de 1.07 en un periodo de 2.5 dias [28].

Como parte del avance tecnoldgico del crecimiento tridimensional de MSC, se han
implementado gran variedad de materiales que le confieran al MP la polaridad y la densidad
de carga adecuadas para que la adhesion celular esté presente. En el PAP del periodo
primavera 2020, al cual se incorporé la Ing. Amparo Sahagun, se hicieron pruebas con un
MP elaborado a partir de acido poli lactico (PLA), que es un polimero biocompatible
utilizado principalmente en la elaboracion de material quirdrgico, capsulas, protesis, entre
otros [29]. La elaboracion de MP con dicho material permitio a los investigadores obtener
una produccion celular 2.24 veces mayor con respecto al periodo anterior, y una reduccién
de los costos de 47.73% [30].

Posterior a la implementacion del PLA como material para los MP, se consiguio estandarizar
su produccién por el método de emulsidn, asi como la reticulacion de la matriz que lo recubre:
el colageno. La Ing. Judith Vazquez y la Ing. Ximena De Unanue, en el periodo de primavera

2023, determinaron que el mejor método para la reticulacion de colageno es el del tratamiento
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dehidrotermal (DHT) debido a que mejora la adhesion de la cadena peptidica en el polimero
[31].

En el presente PAP (otofio 2023), se busca analizar la proliferacion de las células con
métodos de fluorescencia como el CellTracker (ThermoScientific) y su adhesién en los MP,
asi como otros métodos de caracterizacion de la linea celular, tales como
inmunofluorescencia, citometria, capacidad de diferenciacién a adipocitos, condrocitos y
osteoblastos, cinéticay citometria de flujo. Estas pruebas permiten establecer una correlacion
con el tejido de origen (en este caso, de placenta) validando la posicion del linaje en la cual
se encuentra (estromal o diferenciada), o bien, relacionadas con la linea celular en especifico,
como morfologia y capacidad de proliferacion [1] que, a su vez, seran herramientas Gtiles

para su crecimiento en cultivo 3D.

Adicionalmente, se muestra la perspectiva de evaluar diferentes matrices para la reticulacion
en PLA en los MP, tales como la fibronectina y gelatina, para estandarizar las condiciones
ideales para el cultivo tridimensional de MSC que prometa aumentar la produccién de estas
células con capacidad terapéutica. Los pasos anteriores se asumen con el reto de trabajar en
todo momento en condiciones de esterilidad e inocuidad, para conseguir el crecimiento

adecuado de los cultivos celulares.

1.4. Planeacion de alternativa(s)
Como ya se menciond, la parte experimental de este PAP se dividio en dos secciones: la
produccién de microportadores y el cultivo celular. A continuacion, se describen los pasos

requeridos para realizar la segunda seccion del proyecto.

Proliferacion celular

El primer paso para la expansion de MSC (células troncales mesenquimales) en matrices
biolégicamente compatibles, es contar con una linea celular saludable, apta para la
experimentacion. Esto se logra mediante el adecuado manejo de su ambiente, lo cual

involucra la composicion idénea del medio de cultivo, condiciones de asepsia, una superficie
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que le permita establecer interacciones entre células y con la matriz de proliferacion, asi como
la temperatura y composicion del aire adecuadas [1]. La magnitud exacta de cada condicion
utilizada para la proliferacion celular se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de crecimiento de MSC

Condicion Magnitud  Unidad
Suero Fetal Bovino 10 %
Aminoéacidos no esenciales 1 %
Antibiético 1 %
Medio de cultivo DMEM 87 %
Glutamax 1 %
Temperatura 37 °C
CO, 5 %

El mantenimiento de la linea celular se llevo a cabo siguiendo las BPL (Buenas Practicas de
Laboratorio) y bajo las condiciones de cultivo antes mencionadas por lo que, durante su
monitoreo con el microscopio, las células presentaron adhesion a la superficie, morfologia
fibroblastoide y rapido crecimiento en el recipiente de cultivo T-75. La Figura 1 muestra las

células que se utilizaron para las pruebas posteriores.

Figura 1. MSC (sefialadas por flechas) en cultivo bidimensional vistas en microscopio Zeiss Axio Vert
Al. A) Células con confluencia del 85% (10X), y B) células con morfologia fibroblastoide (20X)

Las MSC fueron adquiridas del laboratorio biotecnoldgico Lcells, el cual cuenta con el
namero de licencia otorgado por la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS, Ciudad de México) 12-TR-14-039-0001 que establece los requisitos
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generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion, que se alinea con
las BPL y que se han implementado en este PAP, especialmente en cuanto al apartado 7.4
Manipulacion de los items de ensayo o calibracion. Esto representa una ventaja, ya que se
asegura la calidad del cultivo y las practicas de laboratorio no intervienen con la normativa
de bioética. EI manejo de la linea celular permitio que las células no presentaran arresto en
su crecimiento, asi como la presencia de contaminacion bacteriana, en comparacion con el
trabajo de PAP anteriores [30], [31].

Produccion de microportadores

En PAP anteriores ya se habia establecido la problematica de evaluar la biocompatibilidad
de MSC en distintas matrices [28], [30], [31], por lo que el proceso de su produccion no se
modificd. No obstante, una vez que se iniciaron las pruebas con los microportadores de PLA
tratados con colageno, éstos presentaron contaminacion bacteriana al dia 5 de cultivo (Figura
2), a pesar de no observarse en dias anteriores. La etapa de crecimiento exponencial de
bacterias que se encuentran comunmente en contaminacion de cultivos animales [1], tales
como Escherichia coli, es de aproximadamente 1 h [32], por lo que ésta debi6 haberse
presentado al dia siguiente de la inoculacion, a diferencia de la prueba, que tomé 5 dias en

presentarla.

Figura 2. Cultivo de MSC con MP de PLA (10X) con contaminacion (sefialada con flechas).

Se determind que el PLA es capaz de encapsular bacterias durante el proceso de emulsién,

por lo que se modificd el método tanto de emulsificacion como el de esterilizacion. En PAP
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anteriores [31] el proceso de emulsificacion se llevaba a cabo en un sistema completamente
abierto y en un agitador industrial (Figura 3), no obstante, el tamafio del equipo impedia su
adecuada esterilizacion, por lo que se decidié cambiar el recipiente por un biorreactor con
agitador magnético previamente esterilizado por autoclave, ya que las condiciones de
temperatura y presion elevada (121°C y 15 psi) permiten que el agua de vapor penetre y

elimine la viabilidad celular [33].

Figura 3. A) Anterior sistema de agitacion para la formacién de esferas durante la emulsion de PLA, y
B) actual sistema.

Asimismo, el proceso de esterilizacion de PAP anteriores [31] consistia en colocar los MP
en sufanios 0.5% estéril durante 10 min, para después ser sometidos a un lavado con PBS y
un ciclo de exposicion a luz ultravioleta (UV) durante 18 min y dejar secar durante el
transcurso de la noche en incubadora. Dicho proceso resultd deficiente, por lo que se planted
un nuevo método que, de acuerdo con Costa et al. [11], requiere de al menos un ciclo de

esterilizacion con autoclave y reposo de 3 h en etanol al 70%.

Por otro lado, se observé que el procedimiento en biorreactores es en promedio 24 h mas
largo que el proceso usado en PAP anteriores, esto se debe a que, al incluir un biorreactor en
el protocolo, el area de salida para los gases exhaustos es menor y, dado que la reaccion en
el interior de sistema es exotérmica, la velocidad de volatilizacion del diclorometano es

significativamente mas lenta que en un sistema abierto.
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Asi entonces, se plantearon redisefios en el biorreactor con el objetivo de aumentar la
transferencia de energia entre el sistema y los alrededores. Estas modificaciones incluyen el
cambio de la propela actual (tipo ancla de plastico) por una propela tipo hélice en acero

inoxidable de flujo radial (Figura 4).

Figura 4. Propela tipo hélice en acero inoxidable [34].

La eleccion de la propela se debe a que el flujo de aire paralelo de las propelas axiales crea
un gradiente de presion a lo largo de la superficie de la hélice. Este gradiente de presion hace
que el aire se mueva hacia la superficie de la hélice, donde se calienta por friccion. El aire
caliente se expande y se vuelve menos denso, lo que facilita su evaporacion [35].

Por otro lado, se disefiaron nuevas tapas para los biorreactores con las cuales se espera
aumentar la transferencia de energia y evitar la condensacién de los reactivos volatiles. La
primera tapa (Figura 5) es una optimizacion de la tapa actual para biorreactor en frasco
Schott, la cual incluye 6 canales de salida para gases exhaustos y 1 entrada en el centro para
el rotor de la propela. En este disefio se incorporan 4 salidas adicionales a las que se tienen

con la tapa actual.

El segundo disefio (Figura 6) de tapa para biorreactor en frasco Schott es mas sencillo, pues
no se cuentan con canales de salida para los gases, sino con 4 aperturas alrededor del orificio
de entrada para el rotor. Este disefio es facil de crear con una tapa ya existente y presenta una

mayor area de transferencia de energia a comparacion del disefio 1.
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Figura 5. Disefio 1 de tapa para biorreactor en frasco Schott

Figura 6. Disefio 2 de tapa para biorreactor en frasco Schott

Cabe mencionar que estos disefios no han sido probados, Gnicamente se presentan como una
alternativa facilmente producible para solucionar los problemas actuales en la produccion de
MP en biorreactores. Sin embargo, su implementacion no requiere de inversion adicional al
sistema y los beneficios se verian directamente reflejados en los tiempos y rendimientos de

produccion.

Reticulacién de colageno a microportadores de PLA con tratamiento dehidrotermal

Con base en el método del PAP anterior [31], se hizo la reticulacion del colageno a los MP
mediante un tratamiento dehidrotermal (DHT). En campana de bioseguridad se sumergieron
los MP en una solucion de colageno durante 15 min y posteriormente se dejaron secar en

camara de anaerobiosis durante 4 dias. La primera prueba con microportadores de PLA
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(Figura 2) mostro un crecimiento favorable, y adhesion a los microportadores, por lo que se

demuestra que el método es efectivo.

Caracterizacion de la linea celular de MSC

Las células mesenquimales provenientes de placenta (como las usadas en el presente PAP),
comparten caracteristicas entre si que, aunque varian entre una linea celular y otra [36], son
persistentes, y tienen el potencial de dar evidencia del estado del cultivo MSC. Un ejemplo
de ello son los marcadores de superficie, que son parte del inmunofenotipo de la célula, y
que son utilizados para detallar el tipo de células troncales ya que se expresan de manera
natural. Algunos de estos se clasifican como marcadores de adhesion celular, integrinas,
selectinas, receptores de quimiocinas, y receptores de membrana involucrados en el proceso
de apoptosis o necrosis [37], tales como CD13, CD29, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105,
SSEA-4, entre otros [36], [37].

Una manera de identificar la expresion de dichos marcadores de membrana es mediante el
método de citometria de flujo, el cual tiene su fundamento en fluidica, Optica y redes
electronicas, que en conjunto tienen la capacidad de medir las caracteristicas pticas y de
fluorescencia de una célula durante su exposicion a una fuente de luz [38]. A pesar de también
ser Gtil para medir tamafio y forma de las células, este método es valioso por reconocer la
presencia de los marcadores de superficie acoplados a anticuerpos que le confieren la
fluorescencia detectable para el dispositivo. Una de las desventajas de la citometria de flujo
es el costo y, a pesar de no estar disponible el método en las instalaciones del CEGINT, el
centro de investigacion del CIATEJ puede proporcionar este recurso.

En paralelo, la inmunocitoquimica es un método cualitativo para identificar marcadores de
membrana, con la capacidad de generar una imagen integral a nivel de una sola célula [39]
basandose de igual forma en la deteccion e imagen del fluorocromo (anticuerpo) adherido al
marcador de superficie. A excepcion de la cinética de crecimiento, en ninguno de los PAPs

anteriores se habia realizado un procedimiento de caracterizacion.
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Respecto a la caracterizacion de la linea celular usada durante las préacticas de laboratorio, es

posible establecer el indice de proliferacion mediante el crecimiento del cultivo en un ensayo

que permita contar la cantidad de células por dia, y de esta manera construir la cinética del

crecimiento. Este dato deberia ser comparable con lo reportado con la literatura, por lo que

se espera que las células tengan la capacidad de duplicar su poblacion en al menos 38 a41 h

[40], [41]. Debe tomarse en cuenta que dicha relacion no se mantiene cuando se hace la
caracterizacion del cultivo en los MP.

Los métodos y procedimiento antes mencionados se han planeado para realizarse a lo largo

del semestre. La manera en que las alternativas seran ejecutadas en el PAP, se muestra

cronolégicamente en la Tabla 3. Asimismo, las abreviaturas de los recursos se muestran en

la Tabla 4.

Tabla 3. Cronologia de actividades durante el periodo de PAP de otofio 2023

Dic
Agosto Septiembre Octubre Noviembre iem
bre
Al | o |w]|]o|~|lolo Q|2 Y2388
o o 5+ 5+ o 5+ 5+ © ©
Actividades Recursos 2 8 8 ] ] 8 g g g g g g % % g % g
SlEIENEIEIEIEIEIEIE BB IB B2 22
» | n nluon|lon|lo |l on|lonlonlBISISIS]I S| 3|3
Planeacién
Investng_acnon de L 10
mejoras
Correccion de L 10
protocolos
. L, MSC, I, TF,
Proliferacion celular MCC 55
. . CB, MCC,
Cambio de medio MSC 33
Produccién CB, CE, RSF, 16
microportadores PA
Esterilizacion A, UV, Et 4
Tratalmlento CB.H,CA 5
colageno
. . TF,CB, I, M,
oo | T e |
P MSC, CN
P96, MP,
Pruebas cnMP | msc, mcc, | 15
CB,CN,M
Conteo celular de P96, MSC,
cinética en MP M, CN, 15
MCC, CB
P24, MSC,
Inmunocitoquimica AG, CB, M, 6
a CN, MCC,
Ab, CO, LA
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comeozelrte | wsc, |,
MCC, CB
monocapa
Diferenciacion CB. 1. p2s 28
celular
Citometria Cl,M 7
Analisis de .
resultados
Avances RPAP GP, BV 3 q
Entrega final 1
Presentacion PAP 1
Junta PAP GP, BV 1
Junta asesores DM, ED 1

Tabla 4. Abreviaturas de los recursos utilizados para la planeacion del PAP

Recursos
Abreviatura Significado Abreviatura Significado
DM Dr. David Mendoza CE Campana de extraccion
ED Dr. Emmanuel Diaz A Autoclave
GP Dra. Gabriela Porras Et Etanol
BV Dra. Blanca Valdivia H Horno
L Recursos literarios M Microscopio
MSC Células mesenquimales C Centrifuga
| Incubadora P96/24 Plac§6sg12t‘rla:)e;r2ilﬁgzo de
CB Campana de bioseguridad MP Microportadores
TF T-Flask CN Céamara de Neubauer
MCC Medio de c;)t;lrt;v&gc():ndlcmnado AG Agitador
CFL Campana de flujo laminar CA Céamara de anaerobiosis
CE Cémara de extraccion Ab Anticuerpos
RSF Reactor Spinner-flask CO Cuarto oscuro
PA Placa de agitacion LA Laser
uv Luz Ultravioleta Cl Citdmetro

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

Cinética de proliferacion celular en microportadores

Se llevo a cabo una cinética de proliferacion celular en los distintos microportadores (MP),

con el objetivo de caracterizar el crecimiento de las células mesenquimales de placenta

humana (MSC) en las diferentes matrices biocompatibles. Asi entonces, se procedio con el

disefio de experimentos para una cinética de 8 dias con microportadores de PLA, Corning®

y Cultispher®.
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Se utilizd una placa NEST® de 96 pocillos sin tratamiento, donde se sembraron 22,500 MSC
y 14 g/L de los microportadores correspondientes por pocillo, por triplicado. En la Figura 7,
se muestra el disefio de experimentos, donde se puede observar en azul los pocillos
sembrados con células mesenquimales y MP de PLA con recubrimiento de colageno, en
verde los pocillos correspondientes a MP marca Corning® recubiertos con colageno, en
morado los pocillos con MP Cultispher® recubiertos con gelatina y, en rojo las filas

correspondientes a los dias de la cinética.

PLA Cultispher Coming

Created in BioRender.com bio

Figura 7. Disefio de experimentos para la cinética de proliferacion celular en microportadores

Posteriormente se procedié con el disefio del protocolo de conteo celular en placa de 96
pocillos con MP. Se tomd como base el Protocolo de Uso General de Microportadores
Corning® [42], el cual fue adaptado para trabajar con los volimenes de la placa de 96
pocillos (Figura 8). Ademas, se elimind el paso de centrifugacién de la biomasa con los MP
debido a la posibilidad de dafio celular, factor que afectaria considerablemente los resultados
de la cinética.
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Figura 8. Protocolo de conteo celular para cinética de microportadores en placa de 96 pocillos

Los conteos celulares se realizaron diariamente, los datos fueron recuperados y, mediante la
Ecuacion 1, se calculd el nimero de células en cada uno de los pocillos con MP.
No.células = X(10,000)(d) (V)

Ecuacién 1. Conteo celular en camara de Neubauer

Donde X es el promedio de células contadas por cuadrante, 10,000 es el factor de la CAmara
de Neubauer, d es el factor de dilucion y V el volumen en el cual se encuentran resuspendidas

las células.

La cinética se desarroll6 de acuerdo con el protocolo establecido hasta el dia 5, en el cual se
encontraron contaminaciones bacterianas encapsuladas en el proceso de produccion de los
microportadores de PLA. Fue necesario detener el experimento e inducir muerte celular con
cloro a la caja de 96 pocillos para evitar contaminaciones cruzadas dentro del laboratorio. A
pesar de lo anterior, se logrd obtener resultados de una cinética preliminar (Figura 9), donde

se puede comparar la adherencia y proliferacion celular en las tres matrices utilizadas.
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Figura 9. Cinética de proliferacion celular en microportadores; se muestra el conteo de células
adheridas a microportadores de acido polilactico (PLA), CultiSpher® (CS) y Corning® (CC)

En la figura 9 se observa que, aunque se sembraron 22,500 células, el conteo en el dia 1
muestra que no todas las células se adhirieron a los microportadores. Sin embargo, en el dia
2 se observa una cantidad mayor de células en los MP y, con el transcurso de los dias, dicha
cantidad se ve en aumento. Cabe mencionar que, en este punto, no se sabe si el aumento en
la cantidad de células en los MP se debe a la proliferacion de las primeras células adheridas
0 a la adherencia de nuevas células cada dia. A manera de dilucidar el dilema anterior, se
propone la introduccién al experimento del marcador fluorescente de proliferacion celular
CellTracker.

Posteriormente, se realizd un analisis estadistico de la cinética de MP de PLA y Corning®.
Se decidio comparar dichos microportadores debido a que, al dia 4, ambos muestran niveles
celulares similares, ademas de que resulta atractivo obtener una comparacion entre la matriz

comercial especializada (Corning) y la matriz casera (PLA).

Los resultados de la estadistica descriptiva (Tabla 5) presentan una desviacion estandar
similar para ambos MP, con una media de 19,012 y 21,910 células adheridas a los
microportadores de PLA y Corning®, respectivamente. Por otro lado, la prueba de hipotesis
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nula (Tabla 6) muestra que los niveles celulares en los microportadores de PLA y Corning®

son estadisticamente iguales.

Tabla 5. Estadistica descriptiva

. . Desviacion
Muestra No. Experimentos Media estandar
PLA 5 16638 11061
Corning 5 18370 11129

Tabla 6. Prueba de hipétesis nula

Hipotesis nula Ho: pi-H2=0

Hipdtesis alterna Hiipa-p2#0
T- Value DF P-Value

-0.25 7 0.811

El andlisis de la de estadistica descriptiva y los resultados de la prueba de hipétesis nula,
permiten avalar el uso de microportadores caseros de PLA para la produccion de cultivos en
3D. Asimismo, se recomienda realizar un andlisis econdmico para evaluar la viabilidad de su
uso a gran escala, ademas de asegurar la replicabilidad del proceso anterior y la proliferacion
de las células en los microportadores.

Analisis cualitativo de la proliferacion celular en las matrices bioldgicamente compatibles

Se llevo a cabo un monitoreo cualitativo del disefio de experimentos que se muestra en la
Figura 7 para las MSC en cada una de las matrices biol6gicamente compatibles, adicional al
analisis de la cinética de proliferacion celular (Figura 9). La prueba consistié en capturar
imagenes cada 24 h con el microscopio Zeiss Axio Vert A1, en campo claro con los diferentes
aumentos de los objetivos disponibles (5, 10, 20 y 40X). En la Figura 10 se muestra la
evolucion de la proliferacion celular en cada uno de los microportadores, tanto de PLA, como

Corning® y Cultispher®.
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Figura 10. Evolucion de la proliferacion de MSC en las distintas matrices biocompatibles: acido
polilactico (PLA), CultiSpher® (CS) y Corning® (CC). La primera fila muestra las iméagenes
tomadas en el dia 3 (D3), en las cuales se observa la presencia de células (sefialadas con flechas), pero
sin clara evidencia de adherencia. En el D4, se presenta la primera formacion de esferas de biomasa
en MP de PLAy, al no presentarse adherencia en CC, las células tienden a sedimentarse al fondo del
pocillo sin capacidad de adherirse a ninguna superficie (sefialado con flechas). En D5 y D6 se
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mantiene la formacién de esferas de biomasa en PLA y reducida adherenciaen CSy CC. En D7 se
encuentra adherencia en CC (sefialado con flechas).

De acuerdo con la Figura 10, la adherencia en los MP de PLA fue la que mayor evolucion
presento al mostrar la formacion de las esferas de biomasa a partir del dia 4. Los MP de CS
tuvieron adherencia moderada durante el tiempo que se mantuvieron las MSC en cultivo con
dichos MP, del dia 4 hasta el dia 7. Los MP de CC, en cambio, presentaron pocos signos de
proliferacion celular durante el tiempo de cultivo, mostrando evidencia de adherencia hasta
el dia 7.

Produccién de microportadores de PLA en sistema controlado

Tras presentarse contaminacion en el cultivo de MSC (Figura 2) se hizo latente la necesidad
de establecer un nuevo protocolo tanto de produccion de los MP de PLA, como de
esterilizacion, con el objetivo de evadir la encapsulacion de agentes contaminantes en el
biopolimero [11] y asegurar el ambiente ideal de crecimiento de las células. Se plante6 un
nuevo sistema con condiciones de inocuidad més controladas, el cual fue llevado a cabo en
el CEGINT de ITESO.

Primero, se implemento el uso de material y reactivos estériles para que la produccion de MP
de PLA fuese realizado en condiciones de inocuidad en la medida que el protocolo lo
permitiera. Se optd por esterilizar en autoclave el biorreactor en que se lleva a cabo la
emulsion (Figura 3B), el agua en la cual se disuelve el PVA (&cido polivinilico), asi como el
material empleado para pesarlo y el PLA. El primer lote de MP elaborado con el nuevo
sistema, consistio en 3 g de PLA, 300 mL de solucién de PVA 0.05% y 60 mL de

diclorometano, los cuales permanecieron en agitacion a 450 rpm durante 72 h a 550 rpm.

Una vez que los microportadores fueron recuperados del proceso de emulsion, se sometieron
a una segunda esterilizacion por autoclave, ya que este material es capaz de soportar altas
temperaturas [29], también se prob6 la esterilizacion con radiacién UV, segin como lo
reportan Costa et al [11]. Posteriormente se dejaron los microportadores en etanol al 70%
durante 2 dias, ya que este reactivo es toxico para algunos microorganismos [43] y se les

aplico el tratamiento dehidrotermal (DHT) para la reticulacion del colageno.
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A manera de comprobar la efectividad del nuevo método, se disefiaron pruebas de esterilidad
(Figura 11) en medio LB (Luria-Bertani) y MRS (Man, Rogosa y Sharpe) con los MP. Dichas
pruebas se realizaron por duplicado, se incluyeron también controles negativos y se

realizaron revisiones diarias durante un total de 7 dias (Figura 12).
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Figura 11. Disefio de experimentos para las pruebas de esterilidad de MP de PLA

Figura 12. Pruebas de esterilidad de MP de PLA. Se observa que en todas las cajas el medio es
trasllcido, y se descarta la presencia de contaminacion bacteriana. A) Cajas Petri con medio LB del dia
1 de la prueba, y B) cajas Petri con medio MRS o LB que se hicieron el dia 4 de la prueba.

Debido a que las pruebas de la Figura 12 no presentaron cambio en la turbidez del medio de
cultivo después de los 7 dias, y no se aprecidé presencia microbiana en el examen al
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microscopio, se llego a la conclusion que no hubo crecimiento microbiano y/o fangico. De
esta manera, se permite consolidar el nuevo protocolo de esterilizacion. El lote de MP
producido con el nuevo protocolo fue almacenado en frascos de vidrio con sellado hermético

para su uso posterior.

Finalmente, se midio el rendimiento de la produccion de MP con el nuevo protocolo de

esterilizacion. Dicho célculo se muestra en la ecuacion 2:

MI - MF
My %

Rendimiento =

Ecuacion 2. Rendimiento de producciéon de MP

Donde M; es la masa de PLA inicial (g) y M la masa final de MP (g). De tal manera que,

después de pesar los MP obtenidos, se planted la ecuacion 3.
. (3—1.95)g
Rendimiento = T 100% = 35%

Ecuacion 3. Resultado del rendimiento de produccién de MP

Caracterizacion cualitativa con Inmunocitoquimica de linea celular de MSC

Se llevd a cabo la prueba de Inmunocitoquimica en la linea celular MSC de placenta
adquiridas en el laboratorio biotecnoldgico Lcells. Esta es una prueba que aprovecha el
inmunofenotipo de las MSC para su caracterizacion [39]. El procedimiento para la

Inmunocitoquimica se muestra en la Figura 13 y 14.
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Figura 13. Protocolo para la caracterizacién de MSC con el método de Inmunocitoquimica. Fijacion y
adicion de anticuerpos primarios
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Figura 14. Protocolo para la caracterizacién de MSC con el método de Inmunocitoquimica. Adicién de
anticuerpos secundarios.

De acuerdo con Rojewski et al. [37] los marcadores CD44, CD73, CD90, CD105, son
positivos en MSC, mientras que CD45 e integrina tienen menor respuesta o0 estan asociados
a celulas troncales maduras, 0 MSC de médula 0sea, a diferencia de las utilizadas en la
prueba, que son de placenta humana. En la Figura 15 se muestran los resultados de las

pruebas.
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Figura 15. Imagenes tomadas en microscopio Zeiss Axio Vert Al con barrido laser a 333 nm (DAPI,
azul), 495 nm (FITC, verde) y 551 nm (Rhodamine, rojo). A) Marcaje con antigenos de superficie CD44
(rojo), CD73 (verde) y nuclear DAPI (azul), B) antigenos de superficie CD73 (rojo), CD90 (verde) y
nuclear DAPI, C) antigenos de superficie CD105 (rojo), CD45 (verde) y nuclear DAPI (azul), y D)
antigenos de superficie Integrina (rojo), CD44 (verde) y nuclear DAPI (azul).

Las imagenes A, B, C y D de la Figura 11 muestran un marcaje positivo a los antigenos de
superficie, que son caracteristicos de MSC de acuerdo con la Sociedad Internacional para la
Terapia Celular y Génica (ISCT, por sus siglas en inglés) [44]. Los antigenos CD44 e
integrina (rojo) de las imagenes 10A y 10D, respectivamente, estan asociados a moléculas de
adhesion celular de MSC [37], por lo que la presencia positiva de estos permite observar con

mayor claridad la estructura fibroblastoide caracteristica de las MSC.
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1.6. Valoracion de productos, resultados e impactos

El proceso experimental se dividio en tres secciones principales las cuales se disefiaron a
manera de cumplir con los objetivos particulares del PAP. Dichas secciones fueron: la
caracterizacion de la linea celular de trabajo, la optimizacion del protocolo de produccion y
esterilizacion de los MP de PLA y evaluacion de proliferacion celular en los distintos MP.

Los resultados de la primera seccidn permitieron garantizar que la linea celular empleada
para el resto de los experimentos se encuentra en condiciones 6ptimas, no se ha diferenciado
y cuenta con las caracteristicas claves de una poblacion integra. Por otro lado, los resultados
de la optimizacién del proceso de produccion de los MP de PLA permiten asegurar la
inocuidad y esterilidad de los reactivos y equipos en cualquier momento. Ademas, el
protocolo actual conlleva un mejor control de los pardmetros de produccion, asi como un
mejor andlisis de la transferencia de masa y energia en el sistema. Por lo tanto, se plantea
cambiar la propela actual por una propela de tipo axial para aumentar la eficiencia de la
transferencia de energia en el sistema y ayudar con la volatilizacion del diclorometano, con
el objetivo de reducir los tiempos de espera en el biorreactor. Asimismo, se propone aumentar
las salidas de gases exhaustos mediante la introduccién de una nueva tapa con mayor cantidad

de orificios y asi, evitar la condensacion del diclorometano.

Los resultados de la cinética preliminar permiten avalar el uso de los MP caseros de PLA
para el cultivo 3D de células mesenquimales de placenta humana (MSC). Dichos resultados
demuestran que los MP de PLA aseguran niveles celulares estadisticamente iguales que el
estandar actual del mercado (Corning®). Ademas, los resultados son comparables con lo
reportado en la literatura [45], [46], [47] e incluso, se presentan mejores resultados en

cuestion de la formacion de conglomerados.

En un estudio realizado en 2008 por Hong et al. [45] se utilizaron microportadores de PLA
recubiertos con colageno para el cultivo de MSC diferenciadas al linaje de condrocitos. Los
autores reportan, de manera cualitativa, la presencia de adherencia celular a la matriz en el

dia 6, y conglomerados de biomasa en el dia 8. No obstante, la Figura 10 muestra que en el
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[1]
[2]
[3]

[4]

trabajo realizado en este PAP se obtuvo adherencia en los MP de PLA desde el dia 3y se
presentaron conglomerados en el dia 4, a pesar de haber utilizado una densidad de siembra
menor que Hong et al., de 0.15 X 10°cél/mL en comparacion con 8.00 x 10°cél/mL. Lo
anterior permite demostrar que se aumento la velocidad de crecimiento de las MSC, asociado
a la biocompatibilidad de los microportadores caseros de PLA y a las condiciones en las

cuales el cultivo se llevo a cabo [46].

De manera similar, el trabajo de Li et al. [47] reporta la presencia de conglomerados celulares
en un mayor periodo de tiempo en comparaciéon con lo reportado en este PAP. En dicho
estudio se hizo el cultivo de MSC diferenciadas al linaje de pre-osteoblastos en matriz de
PLA con recubrimiento de nano hidroxiapatita, y se reportan los conglomerados en el dia 7,
es decir, 3 dias mas que el cultivo en PLA de la Figura 10. Este estudio permite reconocer
que la efectividad de la matriz casera de PLA es consistente respecto a otras publicaciones,

logrando mayor cantidad de crecimiento en menor tiempo.

Finalmente, después de haber demostrado la biocompatibilidad de la matriz y su utilidad para
el cultivo celular, se recomienda realizar un analisis econdmico que abarque tanto la
produccion como su implementacion. Este analisis permitiria evaluar la viabilidad de su uso
agran escala, ademas de asegurar la replicabilidad del proceso y la proliferacion de las células

en los microportadores mediante la introduccion del marcador fluorescente CellTracker.
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1.8. Anexos generales

2. Productos

Tabla 7. Ficha descriptiva del producto 1

Nombre y codigo del PAP

4D08 Programa de desarrollo tecnoldgico
para la  Sustentabilidad  ambiental,
energética y alimentaria .

Nombre del proyecto

Expansion de células mesenquimales de
placenta humana en matrices
biolégicamente compatibles en CIATEJ y
CEGINT.

Descripcion (qué es, para quién se realiz0 y
para qué es):

Protocolo para la implementacion de un
proceso de esterilizacion efectivo para los
microportadores de acido polilactico (PLA)
durante su proceso de produccién, con la
finalidad de evadir la contaminacion del
cultivo causada por la encapsulacion de
microorganismos. Se ha desarrollado para
personas involucradas en ciclos posteriores
de este PAP.

Autores:

Natalia Ramirez Zermefio y Ana Paula
Salcedo Uribe.

Tabla 8. Ficha descriptiva del producto 2

Nombre y codigo del PAP

4D08 Programa de desarrollo tecnoldgico
para la  Sustentabilidad  ambiental,
energética y alimentaria |.

Nombre del proyecto

Expansién de células mesenquimales de
placenta humana en matrices
biolégicamente compatibles en CIATEJ] y
CEGINT.

Descripcion (qué es, para quién se realizé y
para qué es):

Caracterizacion de la linea celular de células
mesenquimales de placenta humana (MSC)
mediante la técnica de Inmunocitoquimica.
Se elaboré con la finalidad de instruir a
quienes trabajan con dicha linea celular
respecto a la naturaleza de esta, destinado a
personas involucradas en ciclos posteriores
de este PAP.

Autores:

Natalia Ramirez Zermefio y Ana Paula
Salcedo Uribe.
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Tabla 9. Ficha descriptiva del producto 3

Nombre y codigo del PAP 4D08 Programa de desarrollo tecnoldgico
para la  Sustentabilidad  ambiental,
energética y alimentaria .

Nombre del proyecto Expansion de células mesenquimales de
placenta humana en matrices
biolégicamente compatibles en CIATEJ y
CEGINT.

Descripcion (qué es, para quién se realizd y | Disefio de la tapa del biorreactor que

para qué es): fomenta la transferencia de masa y energia

durante el proceso de produccion de
microportadores de PLA. Fueron planteadas
para ser utilizadas por  personas
involucradas en ciclos posteriores de este
PAP.

Autores: Natalia Ramirez Zermefio y Ana Paula
Salcedo Uribe.

3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propoésito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en
sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problematicas en las que se intervino.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades

Ana Paula Salcedo

Este Proyecto de Aplicacion Profesional ha sido fundamental en mi comprensién vy
acercamiento a dos areas de suma relevancia: la investigacion biotecnoldgica y los estudios
clinicos. Estos campos han sido la constante motivacion que impulsa mi trayectoria
académica. A través de esta experiencia, logré identificar y potenciar mis fortalezas,
especialmente en la resolucion de problemas y la generacién de innovadoras soluciones. Los
resultados obtenidos son un motivo de satisfaccion y un estimulo que aviva mi inquietud por

seguir explorando y aprendiendo dentro del terreno de la medicina regenerativa.
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Consciente del impacto revolucionario del desarrollo tecnolégico basado en células
mesenguimales, asumo con firmeza mi compromiso de escalar estos procesos para hacerlos
accesibles al publico en general. La ejecucion de este proyecto me ha acercado
considerablemente a mis metas profesionales, brindandome la oportunidad de contribuir,

aunque sea modestamente, al mejoramiento de la calidad de vida de nuestra sociedad.

En mi rol como ingeniera en biotecnologia, subrayo la trascendencia de emprender proyectos
que aborden las problematicas contemporaneas, siempre en sintonia con el bienestar
colectivo y guiados por principios éticos y valores arraigados. Mi compromiso con este
proyecto se manifiesta en la transparencia al reportar datos, la dedicacion absoluta para
alcanzar los mejores resultados, el mantenimiento riguroso de estandares cientificos y el
estricto apego a las normativas dictadas por las comisiones de bioética en cuanto al manejo

de células mesenquimales humanas.

Natalia Ramirez

Antes de iniciar este PAP, mi exposicion a la biotecnologia médica habia sido limitada, ya
gue mi atencidn estaba puesta en otras areas de Biotecnologia. No obstante, al sumergirme
en este proyecto percibi que su relevancia no reside Gnicamente en el cumplimiento de los
objetivos planteados, sino que este proyecto también tiene como finalidad contribuir a un

bien mayor partiendo de logros pequefios.

Actualmente, la idea de contribuir a algo mas alla de los limites académicos resulta atractiva,
ya que me sitia como elemento de la sociedad en la que vivo. El desarrollo de este proyecto
no solo le permite a mi equipo y a mi contribuir a resolver problematicas que aquejan a gran
cantidad de personas a lo largo de mundo en cuestién de salud, como enfermedades crénicas
0 degenerativas, sino que también se extiende a otras areas de impacto. Debido al potencial
del cultivo 3D para la produccion de carne comestible in vitro, este proyecto permitiria
también contribuir a eliminar la crueldad animal, y resolver otros problemas como la huella

que tiene la industria ganadera en el medio ambiente.
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Dada la importancia de este proyecto, creo que mis propias convicciones y mis valores estan
enfocados a comprometerme como ingeniera en Biotecnologia a abordarlo de manera
rigurosa, asegurdndome de fundamentarlo adecuadamente y garantizar su auténtica utilidad
dentro de los limites establecidos para este proyecto. Este compromiso va mas alla de la
obtencion de resultados, sino que implica generar soluciones aplicables de problemas que

incluso son globales.

3.2 Aprendizajes logrados

Ana Paula Salcedo

La inmersion en la produccion de matrices tridimensionales para el cultivo animal representd
una experiencia enriquecedora y bastante retadora. Durante el desarrollo del PAP, se
presentaron retos como las contaminaciones en los cultivos, la transferencia de energia en los
biorreactores, el manejo de tiempo y el disefio de experimentos especificos para cumplir los
objetivos del proyecto. Sin embargo, estos retos fueron superados mediante el trabajo en

equipo, la comunicacion asertiva y el compromiso con el proyecto.

Fue necesario incorporar conocimientos que involucran desde la biologia hasta la ingenieria,
asi como realizar investigaciones profundas en la literatura con el objetivo de llevar el
proyecto a término. Pude desarrollar habilidades tales como el reconocimiento de la
factibilidad de distintos procesos, el planteamiento de soluciones y la comunicacion
constante con mis superiores. Aprendi sobre la estandarizacion y optimizacién de protocolos

ya establecidos, asi como la generacion de nuevos.

Reconozco la importancia de la ética en la investigacion, sobre todo en el area de las células
mesenquimales humanas y el sector salud. Finalmente, agradezco la confianza que tuvieron
los directores del proyecto conmigo para poder llevar a cabo mis ideas, ya que esto se vio
directamente reflejado en el ambiente de trabajo, la seguridad al momento de realizar

procedimientos meticulosos y la correccion de errores.
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Natalia Ramirez

El PAP es parte fundamental y un hito en el desarrollo del alumnado del ITESO. En este
proyecto logré, junto con mi compafiera, aplicar la creatividad y el pensamiento critico para
la resolucion de los problemas que se fueron presentando. Las actividades al principio de
Ilevaron a cabo acorde a lo planeado: las células proliferaron adecuadamente y el proceso de
produccion de los microportadores de PLA pudo ser replicado respecto a lo reportado en el
PAP del periodo Primavera 2023. No obstante, nos enfrentamos a la contaminacion del
experimento de proliferacion celular de los microportadores, que a su vez estaba involucrado
con un fallo en la metodologia para producir la matriz biocompatible. Debido a que este error
afectaba al componente principal del proyecto, con anélisis de resultados, pensamiento
critico y consulta de diversas fuentes fue posible establecer que la fuente del error se debia
al método de esterilizacion de los microportadores y que eso propiciaba a su vez la
proliferacion de MSC. Una vez determinada la fuente del error, logramos establecer una
nueva metodologia con fundamento cientifico para lograr establecer el método nuevo y
evadir. El ejercicio de la resolucion de problemas nos permitié aplicar el conocimiento y el

pensamiento critico para cumplir con el objetivo del proyecto.

Ahora soy capaz de ver un panorama mas amplio y completo del ambiente que me rodea, con
la finalidad de atender las necesidades y promover, por ejemplo, la lucha altruista de la
Ciencia y los bienes que se pueden alcanzar mediante ésta. Lo anterior conlleva mantenerse
en el margen de la Etica, respetando y manteniendo en concordancia la moral en su
individualidad. Mi talento en el liderazgo también me da la responsabilidad de promover el
cumplimiento de ésta partiendo del ejemplo, con la finalidad de infundir en el equipo el
sentido del deber con respecto a lo que la Etica plantea, evitando précticas indebidas en seres

humanos, animales, y hacia otras personas e instituciones.

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de

competencias Final (salida al PAP).
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Ana Paula Salcedo

Tabla 10. Inventario de competencias — Ana Paula Salcedo

. . . . Nuevas Competencias
Competencia Evidencia Relevancia . o
competencias |potencializadas
Mejoré mis
. . técnicas de
Trabajé en | Puedo realizar . -
Expansion y expansion y
los los procesos . ” X
: . . . criopreservacion|  manejo de
Microbiologia | laboratorios | fundamentales de células cultivos
CIAJ en esta de . i
Area microbioloaia animales. animales y
C ' gia. detectar
0 contaminaciones
n A
. Logre
Desarrollé
© rovectos in comprender el
¢ N proy! Puedo apoyar . funcionamiento
i | Principiosde | silico de .1- .| Produccion de .
. o . . - | con los andlisis | . de la técnica de
m| ingenieria ingenieria | .. . - microportadores -
. - o bioinformaéticos . emulsion y
i genética genética para del proyecto en biorreactores. proponer
distintas ' AL
Categoriza © : optimizaciones
n asignaturas. I
las ¢ al proceso.
competencias| He llavado a Logre
en S cabo distintos ST &
conocimiento o experimentos| 0¥ Capaz de Lspil || (SEIEIEGE
s. habilidades Principios de realizar . biodegradacion
» et . ; que . técnica de .
y actitudes. biologia involucran | €Xitosamente |Seego o iento || Cel PLAY asl
molecular técnicas de técnicas DHT poder proponer
Escribe la o bioloaia meticulosas. modificaciones
las evidencias moIecSIar en los protocolos
de cada ' de produccion
comse;lcja nei Tri)b:\j;)é 32 el Soy capaz de Reconozco la
relevancia. | Petroclean llevar a cabo Disefio de importancia de
Siembra y donde tuve todo el proceso | experimentos |la factibilidad de
g SUltivo de un rol de siembray |especificos para un
| microoraanism limportante en propagacion de | cumplir los |procedimiento y
: osg Iaiiembra microorganismo| objetivos del de proponer
. y ay s, dar proyecto. alternativas mas
i | consorcios. | propagacion | o oo rapidas
d de los 9 y pidas,
microoraanis realizar pruebas especificas y/o
a g de viabilidad. menos costosas.
d mos.
e Apoyé en el | Puedo llevar a Soy capaz de
S| Disefio de desarrollo de cabo la Anélisis, tomar en cuenta
rotocolos protocolos de| planeacion | estandarizacion detalles
P laboratorio |experimental del| y optimizacién | minuciosos en
para el PAP proyecto. procesos
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de de protocolos | complejos para
Petroclean. anteriores. poder proponer
mejoras.
Trabajo en
Critical Care Busqueda a
) . . : Soy capaz de
innovations, |Puedo organizar | profundidad en .
X comparar mis
donde debo | tanto la agenda |la literatura para
. resultados con la
. llevar la |del proyecto, asi| poder proponer .
Manejo de e literatura y
agenda de los| como llevar | modificaciones
agenda ; . enfocar el
doctores, asi | registro de |a los protocolos,
proyecto para
como el comprasy |resolver dudas y g ;
: N - mejorar mis
registro de | cotizaciones. optimizar
resultados.
pagos y procesos.
facturas.
Soy una persona Entiendo y
confiable al - analizo los
Cumplo con Répida
Comoromi mis tareas momento de resolucion de resultados para
Soon 0b'FS )(/1 royectos e¥1 trabajar y roblemas UG
responsabilidad) Proy cumplir con P aY | desiciones con
tiempo y . . planteamiento
lineamientos y : base en las
forma. de ideas. .
fechas de buenas practicas
entrega. de laboratorio.
. Desarrollo de .
A Soy asertiva al , Me rijo por la
- métodos de .
C Estudié momento de .~ .. | honestidad y la
. . comunicacion |,..
t medios de hablar y sé gtica. Reconozco
) L o . constante y .
i |{Comunicacion [comunicacion| comunicarme a . . | los cuidados
. asertiva con mis :
t como carrera|  través de . necesarios para
L L superiores. .
u técnica. distintos trabajar con
d medios. MSC.
g A lo largo de
mi desarrollo Identifico y
académico y reconozco las
. Soy capaz de . )
profesional . - distintas areas de
) delegar y recibir| Facilidad de .
. he sido : . mi carrera,
Trabajo en trabajo acoplamiento a | .
. valorada por L incorporando
equipo . conforme el distintas en _
mi . .| conocimientos
L, proyecto areas de trabajo. ; .
participacion desde la biologia
avanza.
en los hasta la
equipos de ingenieria.
trabajo.

Mediante el ejercicio del inventario de competencias pude darme cuenta de todo lo que logré

personalmente durante el desarrollo del PAP. Al entrar al proyecto sin conocimientos de
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cultivos animales, resalto mi dedicacion en investigar todas las técnicas, procedimientos y

cuidados necesarios para el manejo de células mesenquimales. Ademas, destaco todo el

proceso de investigacion en literatura que realicé para poder corroborar los resultados

obtenidos y la busqueda de soluciones para los problemas que llegaron a surgir.

Por otro lado, debo reconocer el apoyo que tuve de parte de todos los involucrados para poder

alcanzar los objetivos planteados y para poner a prueba mis conocimientos y habilidades

como ingeniera. Destaco particularmente mi desarrollo profesional en distintas areas tales

como la ingenieria de biorreactores, el disefio de experimentos y la efectiva resolucién de

problemas.

Finalmente, la disposicién y compromiso con el proyecto permitieron obtener resultados

comparables con la literatura y acercarme a mis metas profesionales dentro del area de la

investigacion clinica. Para la continuacion del proyecto, me siento motivada a seguir

desarrollando y explotando dichas actitudes y habilidades.

Natalia Ramirez

Tabla 11. Inventario de competencias de Natalia Ramirez Zermefio

Categoriza las
competencias
en
conocimientos
, habilidades y
actitudes.

Escribe lao
las evidencias
de cada
competencia y
su relevancia.

Relevancia/Forta

Competencias

Competencias

Conocimientos

Competencia Evidencia leza* C
eza nuevas potencializadas
Biologia Acredité la | Conozco las | Competencia para | Mayor comprension
celular, materia de | necesidades de los | la proliferacion de | de la actividad de
respecto  al | Cultivo de | cultivos celulares. | MSC en cultivo | crecimiento y
funcionamient | Células y | Puedo predecir su | bidimensional y | proliferacion de las
o de las | Tejidos evolucion, y tomar | tridimensional. MSC para mejorar
celulas; Animales, en la | decisiones en caso su crecimiento.
metabolismo, | cual revisé los | de que se Entendi el
tejido requerimientos presentara alguin mecanismo de
conjuntivo y | para el cultivo | evento imprevisto proliferacion de las
ciclo celular. celular. que pudiera proteinas de
impedir u membrana para la
obstaculizar que adherencia a los
éstos sean microportadores
exitosos.
Principios de | Cursé al menos | Sé aplicar las BPL | Toma de medidas | La manera en que se
esterilidad e | 8 materias con | para usar | preventivas para | ejecutan las BPL del
inocuidad practicas en el | correctamente las | evitar la | laboratorio, en
dentro del | laboratorio que | herramientas y los | contaminacion del | especial las que
laboratorio, requirieron de la | equipos con la | cultivo por | requieren de
buen manejo | revision de los | finalidad de | reactivos. esterilidad, también
de reactivos y | procesos mantener la es aplicable al

Buenas
Préacticas de

necesarios para
la preservacion
de esterilidad e

esterilidad de los
cultivos.

manejo y estado de
los reactivos previo
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Laboratorio
(BPL).

inocuidad,
procurando las
BPL.

a su uso en las
actividades.

Conceptos 'y
principios de
estadistica 'y
disefio de
experimentos.

Cursé las
materias de
Probabilidad 'y
Estadistica, asf
como Disefio de
Experimentos,
en las cuales
desarrollé un
proyecto final en
el cual apliqué
los
conocimientos
adquiridos  en
cada clase.

Sé plantear un

disefio de
experimentos para
evaluar las
condiciones de
cultivo que
permitan cumplir
con el objetivo,
por ejemplo, la
proliferacion de la
linea celular.
Asimismo, sé
identificar,

recabar y
clasificar la
informacion para
su analisis

estadistico en
programas como
StatGraphics, que

permite tomar
decisiones y
confirmar 0

refutar hipdtesis.

Capacidad del

empleo del
analisis estadistico
en datos

relacionados con
sistemas
bioldgicos.

Comprendi que la
naturaleza biol6gica
de los experimentos
influye en la manera
en que se hace el
analisis estadistico.

Bioética y
normativa
para el manejo
de lineas
celulares en
instituciones
de
investigacion

Cuento con una
certificacion por
parte de CITI
Program en
Funcionario
institucional/fir
mante:
Investigacion en

Es de mi
conocimiento que
las instituciones
cuentan con un
Comité de Etica,
en especial si se
trabaja con lineas
celulares

Razén de que las

normas de
Bioética estan
implicadas en
todas las etapas

del cultivo de
MSC.

Comprendi que
existen normas de
Bioética a

considerar desde la
obtencion de la linea
celular con el cultivo
primario, asi como
su disposicion final

y educativas, | seres humanos | humanas, y que tras dar término al

como el | (ID de registro: | éste brinda la trabajo de

Instituto  de | 56616913). documentacion investigacion.

Investigacion necesaria para

y Asistencia llevar a cabo los

en Tecnologia experimentos y

y Disefio del mantener un orden

Estado de ético en

Jalisco concordancia con

(CIATE)J), 0el la sociedad para

Instituto mantener el orden

Tecnoldgico y y la armonia.

de  Estudios

Superiores de

Occidente

(ITESO),

donde se

Ilevara a cabo

el PAP.

Biologia Acredité la | Soy capaz de | Agudez en el | Elperiodo detiempo
. | celular, materia de | mantener la | manejo del cultivo | prolongado de
S | respecto al | Cultivo de | viabilidad de un | de MSC, | manejo de las MSC
ﬁ cuidado de los | Células y | cultivo de células | especialmente en | durante la ejecucion
T | cultivos Tejidos animales, condiciones  de | de los experimentos
f celulares en el | Vegetales, en la | conociendo  las | esterilidad. es adverso para

laboratorio. cual mantuve la | necesidades  de preservacion de la

viabilidad  de | éste, predecir su linea celular. La
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tres lineas

celulares.

evolucion, y tomar
decisiones si se
presentara algun
evento inesperado,
que es el primer
paso para llevar a
cabo
experimentos de
esta indole.

practica en este PAP
me permitié
aumentar la agilidad
de mis movimientos,
conservando las
BPL.

Manejo de
biosensores,
biorreactores

y equipo para

En practicas de
laboratorio

aprendi a usar
correctamente el

Sé configurar el
equipo segin lo
requiera el cultivo
0 proceso para que

Monitoreo
contante del
equipo
relacionado con su

Apliqué la habilidad
de monitorear
periédicamente el
equipo que se utiliza

Actitudes

el cultivo | equipo cumplan con su | mantenimiento y | (p. ej. la
celular. indispensable funcién como es | correcto incubadora).
para el cultivo, | debido y | funcionamiento. Comprendi que la
como la | aprovechar al configuracion  del
campana de | maximo su uso. equipo es  tan
bioseguridad, importante como la
incubadoras, preservacion del
biorreactores de mismo.
tanque agitado,
sensores  (pH,
oD,
temperatura),
entre otros.
Empleo  de | Empleé las BPL | No solo conozco | Refuerzo del | Reforcé mis
BPL. con resultados | las BPL, puedo | conocimiento de | habilidades para
favorablesen las | emplearlas. Esto | las BPL mediante | emplear las BPL
précticas de | con lafinalidad de | la practica. debido a que las
laboratorio, reducir el error apliqué durante el
comparables producido por el curso del. PAP
con los | humano.
reportados con
la literatura.
Trabajo En el laboratorio | Ejecutar ~ varias | Agudez en el | La practica me ha
simultaneo/m | realicé  varias | tareas a la vez | manejo del cultivo | permitido reforzar la
ultitask tareas a la vez, | permite hacer | de MSC, | habilidad de hacer
prestando eficiente el tiempo | especialmente en | eficiente mi trabajo
atencion a cada | empleado en cada | condiciones  de | en el laboratorio
una de ellas y | experimento. esterilidad.
siendo  exitosa
con todas.
Trabajo en | Alolargode mi | EI equipo de | Coordinacion Aprendi a que el
equipo experiencia trabajo es tan | adecuada con mi | trabajo en equipo se
como prospecto | importante como | compafiera, asi | favorece al facilitar
a ser Ing. en | el proyecto que se | como con mis | un canal eficiente y
Biotecnologia, estd elaborando, | asesores. constante de

hice trabajos en
equipo que se
llevaron con
armonia y
respetando  las
diferencias  de
los integrantes.

por lo que saber
trabajar en equipo
es de suma
importancia para
que éste concluya
de manera
satisfactoria

comunicacioén en el
equipo.

Pensamiento
critico

Empleé el
pensamiento
critico en mis
trabajos
escolares y
confirmé dudas
0 corroboré

El  pensamiento
critico es de suma
importancia en el
admbito cientifico
para generar
nuevo

conocimiento  y

Identificacion
temprana de las

areas de
oportunidad y la
resolucion de
problemas

mediante la

Conclui que es
necesaria la consulta
de diversas fuentes
para obtener un
panorama completo
y discernir la mejor
opcion de solucion.
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informaciéon en | mantener la | consulta de

la literatura. objetividad. diversas fuentes y
la propia
creatividad.

Al finalizar un proyecto, es importante reconocer las competencias adquiridas como parte de
la culminacion exitosa de las actividades. Gracias al ejercicio de introspeccion enlistado en
la Tabla 11, he podido vislumbrar la manera en que surgieron nuevos conocimientos y
maduraron las habilidades y actitudes respecto al inicio del periodo del PAP presente. Es
importante reconocer los aspectos relacionados con el crecimiento personal, que también son

parte del perfil de egreso del cual soy postulante en el ITESO.

Respecto a los conocimientos adquiridos y potencializados, he de reconocer la gran
influencia que tuvieron las personas con las que trabajé a lo largo del semestre, gracias a las
lluvias de ideas y el acompafiamiento constante. Por mi parte, la lectura, la consulta de
diversas fuentes y el refuerzo de éste con la practica fueron uno de los aspectos mas
importantes en el ejercicio de mi PAP. Asimismo, las habilidades adquiridas vy
potencializadas se lograron gracias a las horas invertidas en el cultivo de MSC vy la
produccion de los microportadores, que me permitié ganar experiencia, lo cual es invaluable
para mi formacién como biotecnéloga. Finalmente, las actitudes adoptadas en el semestre y
el ejercicio de estas permitieron que el trabajo fuese no solo eficiente, sino mas ameno y

gratificante para mi como alumna.
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