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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)
(co-participacion) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El 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, co-crear 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 valoracion 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 Estandarizacion de cultivo 3D de células madre mesenquimales humanas en un

reactor Spinner-Flask y en andamios de PLA recubiertos con coldgeno en el CEGINT,
ITESO, es parte de un proyecto iniciado en el semestre de Primavera 2020. El objetivo
principal del presente proyecto fue generar cultivos en 3D de células madre mequenquimales
de placente humana en andamios de PLA y microportadores de PLA, ambos recubiertos con
coldgeno. Se plantearon tres objetivos especificos: estandarizar la produccion de
microportadores de PLA por el método de emulson por solvente, realizar pruebas de
reticulacion del coldgeno por medio de dos distintos tratamientos fisicos y mejorar la
adherencia de células madre mesenquimales a andamios de PLA a partir de la hidrolisis del

material.

Por tanto, en el presente proyecto se abordaron 2 técnicas para la reticulacion del colageno:
tratamiento dehidrotermal (DHT) y tratamiento con luz ultravioleta (UV). Ademas, se
analiz6 si el cambio en la rugosidad del PLA causado por la hidrélisis permitia una mejora
en la adhesion de las células al material. Por otro lado, se produjeron microportadores desde
cero, siguiendo una técnica de emulsion. Se concluye que la adicion del DHT permitié una
mejora en la reticulacién del colageno en comparacion con el semestre de otofio 2022,
mientras que una hidrélisis previa no beneficié la adhesion ni la expansion celular.
Finalmente, la produccién de microportadores fue eficiente, estandarizandose un proceso
reproducible. Se sugiere que en trabajos futuros se reevalle el protocolo de esterilizacion de

los microportadores para evitar su contaminacion.

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 PAP es llevado a cabo dentro de las instalaciones de Nivel 2 del Parque
Tecnologico, es decir, en el Centro para la Gestion de la Innovacion y la Tecnologia
(CEGINT) del Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Occidente (ITESO),
encontrado especificamente en la Calle Independencia 1080 y siendo parte del Departamento
de Procesos Tecnologicos e Industriales. El sitio de trabajo proporciona los insumos y

herramientas necesarias para la ejecucion del proyecto mismo.

El proyecto abordado es de tipo experimental, explicAndose la metodologia desarrollada a lo
largo de semestres pasados, contando con la participacion del Ing. Diego Padilla, la Ing.
Amparo Sahagun, la Ing. Mariana Mercado y las estudiantes Ana Gabriela Alejandro y Elke
Islas, continuando con la participacion de las estudiantes en ingenieria en Biotecnologia
Ximena De Unanue y Judith VVazquezz. A su parte, cuenta con la direccion y apoyo del Dr.
David José Medoza Aguayo, la Mtra. Aida Guerrero, la Dra. Gabriela Porras y la Dra. Blanca

Valdivia como asesores.

Obijetivo general:
Generar cultivos en 3D de células madre mesenquimales de placenta humana en andamios
de PLA (&cido poli lactico, por sus siglas en inglés) hidrolizados y microportadores de PLA,

ambos recubiertos con colageno.

Obijetivos especificos:
e Estandarizar la produccion de microportadores de PLA mediante emulsién vy
tamizado para la expansion de células madre en biorreactor Spinner Flask.
e Realizar pruebas de reticulacion del colageno por medio de tratamiento dehidrotermal
y de luz ultravioleta en andamios de PLA.
e Mejorar la adherencia de células madre mesenquimales a andamios de PLA por
medio de la hidrdlisis del material.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto
El cultivo de células animales parte de la remocion de un tejido de origen, siguiendo con su

crecimiento a partir de un medio con los nutrientes y condiciones apropiadas. Por tanto, se
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conoce como cultivo celular a aquel conjunto de técnicas que mantengan tales células de
manera in vitro con el fin de que sus propiedades fisiologicas, bioquimicas y genéticas sean
preservadas [1].

El cultivo de tejido animal surge como continuacion de la embriologia dado que, en 1885,
Wilhem Roux logré mantener células de embrion de pollo en solucién salina por varios dias.
Por su parte, en 1907, Harrison fue considerado el primer cientifico en realizar cultivos de
tejidos animales ya que emple0 técnicas in vitro para el estudio de cultivos de médula espinal
embrionaria de anfibios, logrando observar el crecimiento de los axones de los neuroblastos

y estableciendo que el axén se formaba a partir de expansion en el cuerpo neuronal [2].

Una vez logrado lo anteriormente descrito, se buscé un medio nutritivo adecuado para estos
cultivos, por lo que Burrows, en 1910, utiliz6 plasma de pollo con el fin de nutrir los explantes
de tejidos embrionarios, obteniendo un crecimiento de tejido nervioso, corazén y piel. A
partir de eso, Burrows, junto con Carrel demostraron que la vida del cultivo podia ser
prolongada a partir de subcultivos. Inclusive, Carrel, en 1913, pudo mantener un cultivo de

células de pollo durante 34 afios [2].

En 1916, Rous y Jones emplearon extractos con tripsina, buscando asi la disociacion de
células de embriones de pollo y establenciendo el primer cultivo celular. A su vez,
presentaron métodos que se basaban en la manipulacién de procesos a partir de condiciones

de asepsia [2].

Avanzando hasta 1952, Gry estableci6 la primera linea celular humana conocida como HelLa,
empleando un medio complejo y poco definido que incluia plasma de pollo, extracto de
embrion bovino y suero de corddén umbilical humano. Sin embargo, no fue hasta 1965 que
Ham pudo introducir el primer medio libre de suero que fuera capaz de mantener celulas de
mamifero. Por otro lado, en 1975, Kohler y Milstein fueron capaces de establecer la primera
linea celular que permitia la produccién de anticuerpos monoclonales [2]. Finalmente, en
1998 se produjo cartilago por medio de ingenieria de tejidos y en 2007 se comenzé la

reprogramacion de células adultas para su conversion en células puripotenciales inducidas



[2]. Finalmente, en 1998 se produjo cartilago por medio de ingenieria de tejidos y en 2007
se comenzO la reprogramacién de células adultas para su conversion en células

puripotenciales inducidas [2].

Para clasificar los tipos de cultivos a partir de células animales, se debe tener en cuenta su
capacidad de adherirse a una superficie, formando asi una monocapa y permitiendo el
crecimiento de una célula seguida de otras en una sola capa o en suspension. Considerando
la capacidad de adhesidn, existen tres tipos de cultivos celulares. Los cultivos primarios se
obtienen a partir de 6rganos o tejidos de un ser vivo, utilizando sustancias quimicas o cortes
mecanicos para su posterior transferencia y formacion de un cultivo secundario; éste ultimo
crece en monocapa y presenta caracteristicas propias de su origen. Por ultimo, existen las
lineas celulares conformadas por células que tienen la capacidad de sobrevivir, proliferar y
crecer de manera indefinida [3]. Es recalcable ademés que, el ultimo paso consiste en la
obtencion de las células y su recuperacion, ya sea por medio de métodos mecanicos o

enzimaticos [1].

En cuanto a las aplicaciones de los tipos de cultivos celulares, se les encuentra en la industria
farmacéutica a partir de la produccion de proteinas recombinantes, anticuerpos
monoclonales, asi como también en la produccion de vacunas. Referente a la medicina, se
tiene el uso de cultivos celulares para el reemplazo de tejidos tales como piel, hueso y

cartilago conocido como terapia regenerativa [3].

No obstante, a pesar del amplio alcance del cultivo de tejidos, se suponen diversas
desventajas debido a la sensibilidad de la técnica ya que el crecimiento de las células depende
depende de condiciones estrictas de asepsia pues es mucho mas lento que el de los
contaminantes, ademas las células animales no tienen la capacidad de mantenerse vivas en
ausencia de un medio de cultivo adecuado. Aunado a esto, es posible que ocurra una péerdida
de las caracteristicas fenotipicas propias del tejido del que se procede, conocido como
desdiferenciacion, pudiendo ser bueno o malo dependiente del objetivo del cultivo a trabajar
[2]. Se entiende, entonces, la importancia del mantemiento de las condiciones éptimas para

lograr un alto nivel de propagacion y viabilidad, asi como rendimiento, siendo necesario el



control de parametros como la temperatura, humedad, oxigeno, diéxido de carbono, pH,
vitaminas, amino&cidos, presion osmotica, densidad celular, antibioticos, minerales y

factores de crecimiento [1].

El presente proyecto se basa en la estandarizacion del proceso para la expansion de células
madre en biorreactor, disminuyendo los costos del proceso y aumentando el rendimiento por
medio de la implementacion de microportadores. También se ha trabajado en la expansion y
adherencia de células madre a andamios de PLA evaluando distintos tratamientos, con el fin

de ejecutar posteriormente una diferenciacion en células 6seas.

1.2 Caracterizacion de la organizacion
El presente PAP se lleva a cabo en el Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de
Occidente (ITESO), especificamente en el Centro para la Gestién de la Innovacién y la
Tecnologia (CEGINT), ubicado a espaldas del campus principal. EI proyecto cuenta con la
direccién del Dr. David Mendoza y la orientacién de la Mtra. Aida Guerrero y esta bajo la
coordinacion del Departamento de Procesos Tecnoldgicos e Industriales (DPTI). Por su
parte, los laboratorios que conforman al CEGINT son guiados por el Dr. Alejandro Arana y
tienen como objetivo la implementacién de proyectos guiados hacia el analisis constante de
la realidad, enfocados en la salud, la alimentacion y el medio ambiente con un crecimiento

econdmico que no se deslinde de la ética profesional.

El especio de trabajo fue el laboratorio de bioseguridad de nivel 2, que cuenta con un disefio
ligado a los lineamientos de las buenas practicas de manufactura. De acuerdo con el CEGINT
[4], este laboratorio es apto para el trabajo con células de origen animal debido a que posee
una meseta en forma de L en la periferia, valvulas de aire, vacio y agua, lineas para gases,
detectores de humo, sensores de mondxido y didxido de carbono, sensores de movimiento,
campana de flujo laminar, incubadora de dioxido de carbono, microscopio invertido y
contador celular. Ademas, se encuentra sujeto a un aforo maximo de 3 personas, evitando asi

contaminacion en los cultivos.



1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)
Las células madre son aquellas capaces de proliferar y que, a partir de las cuales, se generan

células hijas, siendo éstas nuevas células madre o células especializadas procedentes de un
proceso conocido como diferenciacion, teniendo asi una funcion mas especifica seguin los
distintos linajes celulares (e.g. sanguineas, cerebrales, Oseas, entre otras). Debido a su
mdaltiple division, posibilitan la reposicion de un tejido, siendo entonces importantes dentro
del area de la medicina regenerativa, asi como también de la ingenieria de tejidos, inclusive
la observacion de la maduracion de este tipo de células permite comprender mejor el

desarrollo de enfermedades y afecciones [5].

No obstante, el proceso que conlleva el cultivo de células madre es largo, teniéndose distintos
obstaculos tales como encontrar que se diferencien justo en el tipo de linea celular que se
busca. El cultivo celular es ain méas complejo debido al método de extracciéon y el medio de

cultivo a utilizar para su crecimiento, necesitandose de méas protocolos de estandarizacion

[6].

En semestres pasados, el Ing. Diego Padillay la Ing. Amparo Sahagun, bajo la supervision y
conduccion del Dr. David Mendoza y la Mtra. Aida Guerrero, plantearon y desarrollaron un
método que permitiera cultivos en 3D de células madre mesenquimales dentro de un
biorreactor Spinner Flask, lo que aumento 2.24 veces la produccion celular y disminuyé un
47.7% los costos [7]. Por su parte, la Ing. Mariana Mercado buscoé la estandarizacion de la
cosecha, quedandose este problema inconcluso debido a una cuestién de contaminacién
persistente. En otofio 2021, se realiz6 un tratamiento con tripsina, obteniéndose una
viabilidad del 52.1% [8]. Por consiguiente, en primavera 2022, la estudiante Ana Gabriela
Alejandro cultivé células madre en andamios de acido polilatico (PLA) y busco eliminar la
contaminacion a partir de distintas corridas y manipulando las concentraciones de la enzima,
llegando a un punto 6ptimo de 0.035 mg/cm? [9]. En otofio 2022, siguiendo con la
participacion de la estudiante Ana Gabriela Alejandro y la incorporacion de la estudiante
Elke Islas, se sustituyeron los microportadores Corning por unos de PLA para disminuir
costos y se mejoro el protocolo de recubrimiento de colageno, aumentando la viabilidad
celular en los sistemas, siendo tal que en el Spinner Flask se alcanzd una viabilidad del

89.0%, mientras que los andamientos incrementaron hasta un 94.4% [10]. En primavera
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2023, se seguira trabajando con PLA, sin embargo, se haran ajustes para mejorar la
adherencia del colageno a dicho material por medio de tratamientos fisicos y quimicos. A su
vez, se buscara una mejora en la produccién de microportadores de PLA para estandarizar la

morfologia y el tamafio de particula a través de una emulsion con solvente y tamizacion.

1.4. Planeacion de alternativa(s)
La importancia del cultivo celular recae en las propiedades de las células madre debido a que
tienen la capacidad de autoregenerarse. Ademas, estas células pueden diferenciarse en
distintos tipos celulares, por lo que son indispensables en técnicas de produccién de
anticuerpos monoclonales, medicina regenerativa, produccién de proteinas terapéuticas, asi

como su aplicacion en terapias celulares y genéticas (e.g. cancer) [1].

En los Proyectos de Aplicacidon Profesional pasados, se estandarizo el cultivo de células
madre mesenquimales en un reactor Spinner Flask estableciendo pardmetros como el
volumen de operacidn, la formulacion del medio de cultivo y la cantidad de tripsina para la
cosecha enzimética de las células adheridas a los microportadores Corning, se obtuvo asi una
viabilidad celular de hasta 95.6% y una cosecha de 4.6x102 células/mL [9]. Posteriormente,
para disminuir los costos de produccion se introdujeron microportadores de PLA obtenidos
mediante trituracion y recubiertos en colageno, donde se alcanzo6 un rendimiento de 1.56x10’
células/mL con una viabilidad del 98.04% [10]. Utilizando el protocolo de cultivo ya
funcional y siguiendo la linea de disminuir costos mediante la produccion propia de los
microportadores de PLA, el presente PAP busca aumentar la produccion de células
mejorando la morfologia de los microportadores, produciéndolos por emulsién para que sean
esféricos y no haya riesgo de dafio hacia las células, se esterilizaran y recubrirdn con
colageno, explorando mejorar la adhesién del colageno al material por medio de su

reticulacion fisica con tratamiento dehidrotermal y expocision a radiacién ultravioleta (UV).

Con respecto a los andamios de PLA, en semestres anteriores se descubrié que con un
tratamiento de colageno la concentracion y viabilidad celular aumentaban hasta 7.73x10% y
72.7%, respectivamente [8]. En cuanto al disefio del andamio, se obtuvo mayor viabilidad en

los andamios con orificios en forma de paralelogramo y fondo, ya que proporcionan un
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soporte a las células. En el presente PAP, se continuara usando la estructura del andamio con

fondo y el tratamiento de coladgeno. Para incrementar la adhesion de las células al PLA, se

someterdn los andamios a una hidrolisis alcalina para aumentar la rugosidad del material,

también se buscara mejorar la fijacion y fuerza del colageno al PLA realizando reticulacion

del coldgeno comparando dos métodos fisicos: el tratamiento dehidrotermal (DHT) o con luz

ultravioleta (UV). Con el proposito de retener a las células en el andamio, se producira una

estructura de agarosa para concentrar la expansion célular en el area deseada.

En la Tabla 1 es apreciable el plan de trabajo que se seguira a durante el semestre primavera

2023. Por su parte, en la Tabla 2 se consideran los significados de cada abreviatura utilizada en
la Tabla 1.

Tabla 1. Cronograma de actividades a seguir durante el semestre de primavera 2023.

Enero Febrero Marzo Abril Mayo
Al ||t |w|lo|~|lo|loS D3N2I 18]8
[3+] [3+] [3+] [a+] [3+] [3+] [a+] [a+] [a+]
Actividades Recursos 2l 5|&8|&8|&8|&8|&|&|&|8 § § § % § % §
O|lE|E|E|E|E|E|E|E|E|lelelelel]le]| el €
[¢B) [¢B) [¢B) [<B) [¢B) [¢B) [<B) [<b) [<b) 5}
(7p] (7p] (7p] wn (7p] (7p] wn w wn %) %) N %) %) n [%2)
Planeacion
Investigacion de 10
mejoras
Correccion de
- 10
protocolos
Expansion F, CFL, 5
celular CC, M, |
Conteo celular de c 1
expansién
. A, CC,
Corrida 1 CFL. | 7
. SF, A, CC,
Corrida 2 CFL, | 7
. SF, A, CC,
Corrida 3 CFL. 1 7
. SF, A, CC,
Corrida 4 CFL. 1 7
. SF, A, CC,
Corrida 5 CFL. 1 7
_Producuon CE, AM 3 . .
microportadores
e SF, A, CFL,
Esterilizacion UV 1
Tratamiento CFL, H,
coldgeno CV, Uv
Inoculacién del SF, CC, 1
reactor CFL
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Inoculacién de

. CC, CFL
andamios

Cosecha del

SF, CFL 1
reactor

Cosecha de

: SF, CFL 1
andamios

Conteo celular de
corrida

Andlisis de
resultados

Avances RPAP GP, BV

Entrega final -

Presentacion
PAP

Junta PAP GP, BV

Rl P (kR o

Junta asesores DM, AG

Tabla 2. Abreviaturas de los recursos empleados.

Recursos
Abreviatura Significado
DM Dr. David Mendoza
AG Mtra. Aida Guerrero
GP Dra. Gabriela Porras
BV Dra. Blanca Valdivia
SF Spinner Flask
A Autoclave
| Incubadora
C Contador
CcC Cultivo celular
F T-Flask
CFL Campana de flujo laminar
Ml Microscopio invertido
Ccv Cémara de vacio
AM Agitador mecanico
CE Campana de extraccion
uv Caja luz UV
H Horno

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora




Con el fin de logar el objetivo de generar cultivos en 3D de células madre mesenquimales de
placenta humana en andamios y microportadores de PLA, se realizaron cinco corridas. Los
tratamientos utilizados para la expansion celular en los andamios fueron: fijacion de coladgeno
(secado en horno, tratamiento dehidrotermal y expocision a luz UV) y la hidrdlisis alcalina.
En cuanto al Spinner Flask, se buscO estandarizar la expansion celular utilizando
microportadores de PLA producidos por emulsion con solvente y recubiertos con colageno.
A continuacion, se presenta la metodologia utilizada y los resultados obtenidos.

Estructuras de PLA utilizadas
Los andamios constan de laminas de PLA, las cuales fueron proporcionadas por el Dr. David
Mendoza, éstas fueron recortadas con cuter caliente para formar los andamios en cuadrados de 1

cm?, tal como se observa en la Figura 1.

4

Figura 1. LAmina de PLA.

La produccidn de los microportadores se realizé por emulsion con solvente utilizando trozos
de las laminas de PLA. Se prepar6 solucién estabilizante compuesta por 0.5% de alcohol de
polivinilo (PVA) en agua destilada agitando durante 1 hora con calor [11]. EI PVA es un
polimero sintético soluble en agua que forma puentes de hidrégeno con los atomos de
oxigeno presentes en los grupos esteres mediante una aceleracion en la hidrdlisis de la matriz

de PLA, asi como una miscibilidad parcial [12].

Para obtener una solucion clarificada de PLA, se disolvieron 1.5 g de trozos de PLA en 30
mL de cloruro de metileno (CH2Cl>), dado que este compuesto permite disgregar al polimero.
Una vez que la solucion mostro transparencia, se vertio en 150 mL de solucion de
PLA/CHCIzya con la agitacion activada a 350 rpm en campana de extraccion, utilizandose

un vaso de precipitados de 250 mL (Figura 2) [11]. La propela utilizada tiene un diametro de
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4.7 cm (Figura 3). Es recalcable la mencion de la resistencia del PVA ante el CH2Cl, siendo
tal que éste puede fungir como estabilizador dada su nula degradacion al mezclarse [13]. La

relacion aceite/agua (O/W por sus siglas en inglés) de la emulsion fue de 1:5

Figura 3. Propela utilizada para la gitacién de la emulsién

Continuando con el proceso, la emulsion se someti6 a agitacion en un agitador mecanico
durante 24 h. Transcurrido ese tiempo se recuperaron los microportadores por filtracion con
membrana de 40 um (Figura 4), para que, finalmente, al cosechar se pudieran separar las
células de los microportadores. Se enjuagaron los microportadores varias veces con agua

destilada y se dejaron en desecador durante 2 dias (Figura 5) [11].

14



Figura 4. Recuperacion de microportadores.

Figura 5. Secado e microportadores de PLA en el desecador.

Hidrdlisis alcalina de estructuras de PLA

Las estructuras de PLA, pese a que favorecen la adhesion de las células madre, carecen de
porosidad suficiente para la optimizacién de la fijacién celular. Por tanto, se realizan
procedimientos que permiten modificar tal textura [14]. Uno de estos métodos es la hidrdlisis

alcalina.

La hidrdlisis alcalina de las estructuras de PLA se llevo a cabo utilizando hidréxido de sodio
(NaOH), el cual causa un incremento en la rugosidad del material y la densidad de &cido
carboxilico en la superficie, propiciando la adherencia de las células madre [15]. Esto se debe a
que el sodio reacciona con el PLA, formando una sal en la reaccion de desesterificacion y
aumentando la hidrofilicidad [14]. Se sumergieron los andamios de PLA en solucion de NaOH
0.1 M con agitacion constante a 65°C durante 45 min [15], en el caso de los microportadores, se

realizé el mismo procedimiento durante 20 min, sin agitacion e incubando a 37°C.

Esterilizacion y recubrimiento de colageno

Es necesario mantener esterilidad en el cultivo de células ya que esto propicia un cultivo

proliferable y 6ptimo. Para mantener esta caracteristica, se trabajo dentro de la campana de
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flujo laminar durante todos los procedimientos realizados. El recubrimiento de las estructuras

con colageno se fundamenta en la mejora en la adhesion de las células a la molécula de PLA

[8].

Para la esterilizacion de las estructuras de PLA (microportadores y andamios), se colocaron
en cajas petri y se sumergieron en una serie de soluciones. Primero se sumergieron las
estructuras en solucion de Surfanios estéril al 0.5% hasta cubrirlas, dejando reposar durante
10 minutos. Este producto es utilizado para la eliminacion de bacterias y moho gracias a su
capacidad de funcion como detergente y desinfectante [16]. Después, se realizé un lavado de
las estructuras durante 10 minutos en PBS 1X (Phosphate Buffered Saline, por sus siglas en
inglés) grado celula animal, retirdndolas posteriormente. EI PBS es una solucion buffer
conformada por cloruro de sodio, fosfato de sodio y, en algunos casos, cloruro de potasio y
fosfato de potasio, ayudando a mantener un pH constante e isotonico [17]. En el caso de los
andamios, se retiraron de cada solucion con pinzas estériles. Por su parte, a los
microportadores se les retird cada solucién con pipeta, ayudandose de un filtro de 40 um

esteril para recuperar los microportadores absorbidos por la pipeta.

Para continuar con la esterilizacion de las estructuras de PLA, se utiliz6 una caja UV. Primero
se desinfectaron el interior de la cajay el aluminio con etanol al 70%. Se acomodo el aluminio
al interior para refjejar la luz y se realiz6 una corrida de 3 min de UV de 254 nm. Se procedio
a exponer las estructuras de PLA a la luz UV durante 18 minutos (Figura 6). A tal longitud
de onda, se provoca un dafio en los acidos nucleicos dado a la formacion de enlaces entre
nucleotidos debido a la absorcion de energia del ADN y ARN celular, resultando en una

desactivacion de los microorganismos y su replicacion [18].
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Figura 6. Esterilizacion de estructuras de PLA.

Las estructuras de PLA desinfectadas se utilizaron en t-flasks y en el biorreactor Spinner
Flask. Este ultimo se lavd con agua y jabon y se dejo secar para su esterilizacion. Dentro de
la campana de flujo laminar, se cubri6 la superficie interior del reactor con Sigmacote sin
diluir, dejandose secar durante 10 minutos y después enjuagandose con agua destilada. Este
reactivo es una solucién de un organopolissilozano clorado en heptano, el cual permite la
formacion de una pelicula covalente microscopicamente fina sobre el vidrio, repeliendo el
agua e impidiendo la adsorcion superficial de proteinas basicas, en este caso, aquellas
encontradas en la matriz extracelular (integrinas y cadherinas) [19].

Por ultimo, el biorreactor permanecio en el horno a 100°C por 30 minutos para lograr una
mejor fijacion del Sigmacote y se esteriliz6 en autoclave [20]. Una vez siliconado, se enjuago
con agua destilada después de cada corrida (por maximo 20 corridas) y se repitio la
esterilizacion en autoclave. Es importante sefialar que el Spinner Flask que se utilizé tiene
una fisura en la tapa central, por lo que se cubrid con cinta y aluminio durante todo el

experimento para evitar contaminacion.

La solucidn de colageno utilizada para las estructuras de PLA const6 de 20 mg de coladgeno
en 20 mL de Buffer TES 50mM, pH 7.4 con 0.36mM de cloruro de calcio, se mantuvo en
constante agitacién a 35°C durante un dia antes de usarse para disolver. Se solocaron las
estructuras de PLA en una caja Petri y se cubrieron con solucion de colageno, dejandose

reposar durante 1 min y, al final, se retiraron de la solucién [8].

Fijacion de colageno

Una vez recubiertas con colageno las estructuras de PLA, se realizaron tres tratamientos
distintos para determinar la mejor fijacion del colageno: secado en horno, tratamiento
dehidrotermal (DHT) y exposicion a luz UV posterior al secado en horno. Cabe destacar que
la reticulacion o fijacion del colageno se define como el proceso de formacion de enlaces
covalentes o enlaces quimicos de secuencias relativamente cortas para unir dos cadenas

poliméricas [15]. El tratamiento por radiacion ultravioleta (UV) consiste en la induccion de
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la formacidn de enlaces covalentes al encontrarse la molécula de proteina cerca de un radical
libre. A su vez, DHT hace referencia a un método fisico de entrecruzamiento que evita
productos de reaccidn potencialmente citotoxicos y proporciona resistencia y reabsorcion de

las fibras de colageno [21].

El secado en el horno se realiz6 a 70°C durante 24 horas [10] (Figura 7a). En cuanto a la
reticulacion dehidrotermal, se utilizd una caja Petri de vidrio estéril y se aplicé calor con
ayuda de una placa de calentamiento cubierta con aluminio a 100°C dentro de la camara de
vacio durante 2 dias (Figura 7b) [21]. La reticulacién por exposicion a luz UV a 254 nm
durante 15 min se realiz6 con la caja utilizada para esterilizar [21] (Figura 7¢). El secado en
horno y el tratamiento dehidrotermal se realizaron posicionando las estructuras en cajas Petri

invertidas para propiciar el intercambio de gases.

Figura 7. Tratamientos para la fijacion del colageno. a) Secado en horno a 70°C. b) Tratamiento DHT
al vacio a 100°C. c) Exposicion a UV a 254 nm.

Cultivo de los sistemas

Se considera como sistema al siguiente conjunto de elementos: el contenedor, el medio de
cultivo, las células y la(s) estructura(s) de PLA. En el presente trabajo se realizo el cultivo
celular en dos sistemas distintos: el primero contenido en t-Flask y utilizando el andamio
como estructura de adhesion celular, mientras que el segundo fue contenido en el biorreactor
Spinner-Flask y utilizando a los microportadores de PLA como estructuras de expansion

celular.

Las células madre mesenquimales de placenta humanda fueron proveidas por la Mtra. Aida
Guerrero en todas las ocasiones. El inoculo se encontraba resuspendido en solucién salina y
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se centrifugd a condiciones de 2000 rpm, a 4°C durante 6 min. Posteriormente, se retiro el
sobrenadante y resuspendié el botén en 2 mL de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
por sus siglas en inglés). Este reactivo es el medio més adecuado para fenotipos de células
adherentes [22]. El conteo y determinacion de viabilidad se realizaron antes de la entrega con
el contador externo, y se trabajé con dicha informacion para determinar el volumen a inocular
en el Spinner Flask y en los andamios durante las primeras dos corridas. No obstante, en las
corridas 3, 4 y 5 se realizaron conteos por medio del contador de colonias Corning del ITESO,
resuspendiendo el botén en 1.0 y 0.5 mL de solucién salina (Spinner Flask y andamios,
respectivamente), para asi obtener resultados mas certeros, eliminando la intermitencia del
fenol. Las células a inocular fueron 15,000 celulas/cm?, siendo asi 15,000 células viables en
cada andamio y 7.56x10° células viables en el Spinner Flask. Las células sobrantes se
inocularon en T-Flasks con el fin de monitorear la calidad del in6culo y contar con una

reserva de células en el laboratorio.

En cuanto al medio de cultivo (MC) utilizado en los sistemas, se prepar6 la composicion con
base en la Tabla 3. En los andamios y el Spinner Flask se utilizé medio con SFB (Suero Fetal
Bovino) al 2.5% el dia “cero” para que las células se adaptaran al reactivo. Este reactivo
funge como sumplemente del medio del cultivo celular, permitiendo mejorar el crecimiento
y la adhesion celular [23]. Por su parte, el antibiético-antimicético utilizado, de la marca

biowest, contiene penicilina, estreptomicina y anfotericina B [24].

Tabla 3. Concentracidén de reactivos para el MC (medio de cultivo).

Reactivo Concentracion
SFB 2.5,5010%
Antibidtico 100X
L-glutamina 200 mM
DMEM 0.0

Después del dia cero, se modificé la concentracion del SFB de 2.5 a 5.0 %, tal como se
muestra en la Tabla 4. En el caso de los T-Flask se utilizé una concentracion de SFB al 10%
desde el inicio. Cabe sefalar que se aforo hasta lograr el volumen requerido con referencia
al DMEM.
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Tabla 4. Cronograma de actividades de corrida en andamios y Spinner Flask.

Dia Andamios Spinner Flask

0 Inoculacion en 5 mL de MC al SFB 2.5% Inoculacion en 25 mL de MC al SFB 2.5%
Agregacion de 0.35 g de microportadores
1 Cambio del 50% del MC con MC al SFB 5% | Ajuste del volumen de operacion a 50 mL con MC
al SFB 5%

Agregar 1.04 g de microportadores

Incubacién Incubacién

Incubacién Incubacién
Cambio del 50% del MC con MC al SFB 5% | Cambio del 50% del MC con MC al SFB 5%

Incubacién Incubacion
Cambio del 50% del MC con MC al SFB 5% | Cambio del 50% del MC con MC al SFB 5%

~N| O O B WD

Cosecha Cosecha

Todas las incubaciones se realizaron en condiciones estandar de 37°C con una atmosfera de

5% de CO.. EI MC se aclimat6 durante 15 minutos en incubacion previo a cada uso.

En el dia “cero”, para la inoculacion en el Spinner Flask, se acondicionaron en incubadora
0.35 g de microportadores en 25 mL de MC con SFB al 2.5% durante 3 h dentro del
biorreactor. Después se inoculé el MC con las células requeridas y se incubé durante la
noche, para asi permitir adherencia de las células a los microportadores y su adaptacion al
medio de cultivo. En cuanto a la inoculacion en los andamios, se colocaron dentro de los T-
Flask, acomodandolos de manera vertical para impedir que las células se adhirieran a la pared
tratada. Se afiadieron 0.5 mL de DMEM para aclimatarlos en incubacién durante 30 min.
Posteriormente, se retird el DMEM, se dejé caer el inoculo en el centro de cada andamio y
se incubaron durante 3 horas para que las células se adhirieran al material. Finalmente, se
afor6 con MC con SFB al 2.5% al volumen de operacion de 5 mL y permanecieron en

incubacion (Figura 8).
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Figura 8. Andamios en incubacion

Ajuste de los sistemas

En el dia “uno” se realiz6 un ajuste en el volumen de operacion del Spinner Flask a 50 mL
afiadiendo MC con SFB al 5% y 1.04 g de micorportadores previamente acondicionados en MC
durante 15 min en incubacién (Figura 9). Esto se llev6 a cabo con el fin mantener un medio de
cultivo fresco y 6ptimo para el crecimiento de las células. Se comenzo la agitacion de 30 rpm por
30 min cada 4 h, permaneciendo en incubacion (Figura 10). Por su parte, a los andamios se les

realiz6 un cambio de MC del 50% al volumen de operacién (2.5 mL).

Figura 9. Aclimatacion de microportadores para el dia de ajuste del Spinner-Flask
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Figura 10. Incubacion del Spinner Flask con agitacion activada.

Cambio de MC y monitoreo del experimento

Los cambios de MC se realizaron con aquel que contenia SFB al 5% en los dias “cuatro” y “seis”,
como se describe en la

Después del dia cero, se modificd la concentracion del SFB de 2.5 a 5.0 %, tal como se
muestra en la Tabla 4. En el caso de los T-Flask se utilizo una concentracion de SFB al 10%
desde el inicio. Cabe sefialar que se aford hasta lograr el volumen requerido con referencia
al DMEM.

Tabla 4. En el Spinner Flask se esper6 a que los microportadores se asentaran y se tomaron 25
mL de MC con ayuda de una pipeta estéril y cuidando de no tomar microportadores. A los
andamios se les reemplazaron 2.5 mL del MC. Para el monitoreo de los sistemas, se separé 1 mL
de muestra para su observacion en el microscopio invertido en busqueda de contaminacion o
caracteristicas destacables, siendo documentado con fotografias. Enseguida del cambio de MC,
se retornaron los sistemas a la incubadora.

Cosecha de los sistemas
Con el objetivo de recuperar las células adheridas a los sistemas (microportadores y andamios)
se realiz0 la cosecha mediante técnica enzimatica, utilizando Tripsina 0.25% EDTA (&cido

etilendiaminotetraacético). Esta enzima es una mezcla radiada que contiene proteasas, las cuales
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se derivan de pancreas porcino, recibiendo asi una capacidad digestiva que permite la disociacion
celular y del tejido primario [25]. Este proceso es necesario debido a que las células madre se
adhieren a la superficie dada la formacién de una matriz, debiendo degradarla para lograr células

en suspension [26].

Para la cosecha del Spinner Flask se tomd una muestra de 1 mL para su observacion en el
microscopio invertido, buscando signos de contaminacion o de anclaje celular a los
microportadores. Se vertio todo el contenido (50 mL) del reactor en tubo Falcon de 50 mL esteril
y se centrifugd a 2600 rpm durante 6 min a 4°C para, posteriormente, desechar el sobrenadante.
Se afiadieron a los microportadores 5 mL de solucion HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, por
sus siglas en inglés) sin sales y se retird la solucion tres minutos después. EIl uso de HBSS
proviene de su capacidad de lavado de células previa a la disociacién, asi como el transporte de

muestras y la dilucién de células para el recuento [27].

Después del lavado, se agreg6 la Tripsina 0.25% EDTA a una proporcion de 0.035 mg/cm?y se
incub6 a 37°C y 180 rpm durante 16 min. La proporcién de tripsina se estandarizé durante el
semestre de primavera 2022. Una vez terminado el proceso de tripsinizacién, se desactivo la
reaccion afiadiendo 15 mL de HBSS con sales. Se filtro el volumen con un filtro de 40 micras
para remover los microportadores de las células en solucion. El volumen recuperado se centrifugd
a 1700 rpm por 4 min a 4°C. Se retird el sobrenadante con micropipeta y se resuspendio el botén

celular en 2 mL de solucién salina al 0.85% estéril.

La cosecha de las céulas en los andamios sigui6 un protocolo parecido. Se tomé una muestra de
1 mL para la observacion en el microscopio invertido siguiendo el borde del andamio. Se decant6
el MC de los T-Flask y se afiadié a los microportadores 1 mL de solucion HBSS sin sales para
enjuagarlos. Posteriormente, se retird la solucion tres minutos después. Se agregé 1 mL de
Tripsina 0.25% EDTA y se incubd a 37°C y 180 rpm durante 6 min. Se desactivo la reaccion
afiadiendo 2 mL de HBSS con sales. Se traspasoé el volumen de cada andamio a un tubo Falcon,
se centrifugd a 1700 rpm por 4 min a 4°C. Se retir0 el sobrenadante y se resuspendio el boton

celular en 1 mL de solucion salina 0.85% estéril.

La concentracion y viabilidad celular se determinaron utilizando el contador de colonias Corning,

realizando al menos tres conteos por muestra para el calculo del promedio. Se cuidd que el tiempo
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entre la resuspension de la muestra y el conteo no rebasaran los 30 min. Para preparar la muestra
se realizd tincion con azul de tripano en relacién 1:1, cargando 10 uL en la cAmara de conteo

Corning, el tiempo entre la tincién y el conteo no rebaso el minuto.

Caracterizacion de microportadores en el SEM

Se caracterizaron muestras de estructuras de PLA (microportadores y andamios) en el
microscopio electrénico de barrido (SEM), con el fin de evaluar el potencial de las superficies
para el anclaje celular o de buscar sefiales de adhesion celular. EI SEM es un dispositivo que
genera un haz de electrones con el fin de iluminar la muestra por medio de diferentes
detectores que recuperan los electrones generados en la interaccion de la superficie de la
misma. Finalmente, se crea una imagen que denota las caracteristicas superficiales de los
microportadores de PLA, es decir, forma, textura y composicion quimica. Para realizar este
proceso, la muestra debe ser previamente secada y cubierta con un elemento conductor de
electricidad [28]. Algunas de las muestras analizadas tenian células adheridas, a éstas fue
necesario realizarles un pretratamiento para fijar a las células, se les retir6 el medio de cultivo,
se enjuagaron con Hanks sin sales y después se colocaron en solucion 2.5% glutaraldehido
durante 1 h a 4 °C, finalmente se enjuagaron 3 veces en PBS 1X durante 10 min cada bafio.
Para la deshidratacidn de las muestras, éstas se colocaron en cajas Petri, se sumergieron en
etanol y se evapor6 por medio del horno a 70°C. Los bafios de etanol fueron a las siguientes
concentraciones: 30%, 50%, 70%, 90% y 100%, se repitid la concentracion de 100 % al
terminar la serie. Las muestras se fijaron en un portaobjetos con cinta de carbdn, fijada a la
vez con cinta de cobre, sopleteando con aire cada muestra. Se recubrieron las muestras con
12 nm de oro [29] y se montaron en los pines metalicos como se muestra en la Figura 11.
Después, se observaron en el SEM a 10 kA, tomando medidas del didmetro y documentando

fotografias relevantes para su posterior comparacion.
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Figura 11. Montaje de muestras: a) para realizar recubrimiento en oro y b) para su observacion en el
SEM.

Analisis y discusion de resultados

Durante el periodo de primavera 2023 se realizaron cinco corridas experimentales de
expansion celular en andamios y en Spinner Flask. La diferencia entre ellas yace en el disefio
de experimentos y mejoras en el uso del equipo de conteo celular. En cuanto a la produccion
de microportadores por emulsion, se realizaron nueve emulsiones, en las cuales se

modificaron variables como velocidad de agitacion, equipo agitador y escala del proceso.

El protocolo para la produccion de microportadores de PLA se detall6 basandose en pruebas
experimentales: primero se realiz6 la emulsion a una escala de produccién de 3 g de PLA,
agitacion con agitador magnético y sin estabilizante (PVA), lo que llevé a la formacion de
cuerpos de PLA aberrantes debido a que la agitacion no fue lo suficientemente turbulenta
(Figura 12a). Después se ajusto la escala para producir 1.3 g de PLA, sin estabilizante (PVA)
y utilizando una propela casera, las particulas lograron ser mas homogéneas, pero aun no
eran del tamafio deseado (Figura 12b). En el tercer intento se utilizé un agitador mecanico
con velocidad de agitacion de 400 rpm y se implement0 el estabilizante (PVA), logrando
producir las microesferas (Figura 4). Posteriormente, se realizaron pruebas incrementando la
escala de produccion a 1.5 g de PLA y variando la agitacion a 350, 400 y 450 rpm. Se logro
el objetivo de producir los microportadores con morfologia homogénea, con la agitacién de
350 rpm se obtuvo el mejor rendimiento que fue de un 96%, estableciendo asi un protocolo
reproducible.
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Figura 12. Primeros intentos de produccidn de microportadores de PLA: a) agitacion con agitador
magnético y b) agitacién con propela casera.

En cuanto al andlisis de cuatro muestras de microportadores en el SEM (Figura 13), se
variaron parametros como la velocidad de agitacion, el tratamiento posterior (colageno o
hidrolisis) y sus efectos en el tamafio de particula. Los resultados de las mediciones y el

analisis estadistico se exponen en la Tabla 5.

Se caracteriz6 el tamafio de los microportadores como se muestra en la Figura 1414. Como
era de esperarse, el didmetro de los microportadores no fue menor a 40 um dado a la filtracion
realizada al recuperarlos de la emulsion, confirmando que en la cosecha si se logran separar
de las células y los microportadores no causan interferencia en el conteo celular. El efecto de
la agitacion impacta el tamafio de particula: a mayor agitacion, menor seré el diametro del
microportador; utilizando como base la agitacion de 400 rpm, hubo un aumento de un 16%
en las particulas producidas a 350 rpm, mientras que en las producidas con agitacion de 450
hubo un decremento de 13%, por otra parte, el tratamiento con coldgeno aumenté el didmetro
en un 14%. El diametro de los microportadores Corning recubiertos con colageno (utilizados
en Primavera 2022), fue de 125 a 212 um [30], en cambio, los producidos en el presente
proyecto tuvieron un diametro de 97.1 um en promedio con una agitacion de 350 rpm, se
estima que el recubrimiento con coldgeno aumenta 11 um el didmetro, por lo que los
microportadores producidos a 350 rpm recubiertos con colageno tendrian un diametro de 109
um. El efecto de la agitacion también impacto el rendimiento de microportadores producidos
en la emulsién, siendo de 88.7% con 400 rpm y de 96.0% con 350 rpm, lo anterior sucede

debido a que hay mas particulas con un didmetro menor a 40 um en la emulsion de 400 rpm
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y en la filtracion éstas se pierden. En la continuacion del proyecto se sugiere realizar pruebas
reduciendo la agitacion de la emulsion a 300 y 250 rpm, para llegar al rango de didametro de
los microportadores Corning.

Se calcul6 por su parte el costo de la elaboracion de los microportadores por emulsion, siendo
éste de $10.4 por gramo. El precio de los microportadores Corning recubiertos con colageno
es de $356 por gramo [31]. Aunque no se toman en cuenta los costos de esterilizacion y
recubrimiento en colageno, se aprecia el potencial que existe de producir microportadores 30

veces mas econdmicos que los comerciales.
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Figura 14. Medicién de didmetro de microportadores vistos en SEM x55.

Tabla 5. Resultados de medicién de microportadores en el SEM.

PLA PLA  PLA+Colageno  PLA hidrolizado

Agitacion (rpm) 400 350 400 450

Diametro (um) 84.0 97.2 95.8 734

Desviacion estandar ~ 22.8 31.9 26.3 11.2
cVv 27.1%  32.8% 27.5% 15.3%
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El andlisis morfoldgico de los microportadores muestra que se tratan de esferas con una
superficie irregular (Figura 1515). Sin embargo, el método utilizado para la produccion de
microportadores de PLA por medio de emulsion logro que éstos tuvieran una superficie mas
suave que la obtenida por medio de molienda de laminas de PLA durante Otofio 2022,
permitiendo asi disminuir un posible dafio a las células en el cultivo. Las caracteristicas de la
superficie de los microportadores con distintos tratamientos si muestran caracteristicas
distintas entre si (Figura 15). A diferencia del microportador sin tratamiento (Figura 16ay
Figura 17a), el microportador recubierto con coldgeno muestra la adherencia de dicho
componente en forma de grumos irregulares (Figura 16b y Figura 17b); el microportador
hidrolizado tiene un relieve menos redondeado (Figura 16¢, Figura 17c) y ademas son
observables puntos blancos (Figura 18), con una escicion probablemente causada por la
corrosion del hidroxido de sodio; el microportador producido a 350 rpm muestra porosidad
(Figura 16d y Figura 17d), la porosidad en los microportadores puede incrementar el anclaje
celular a través del aumento del area superficial y la reduccion de la densidad de la estructura,
facilitando asi la penetracion celular y la difusion de nutrientes, el crecimiento celular dentro

de la particula protege a las células de estrés en el proceso de cultivo [31].
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Figura 15. Conjunto de microportadores: a) 400 rpm, b) 400 rpm recubiertos en colageno, ¢) 450 rpm
hidrolizados y d) 350 rpm vistos en SEM.
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Figura 16. Microportador a) 400 rpm, b) 400 rpm recubiertos en colageno, c) 450 rpm hidrolizados y d)
350 rpm vistos en SEM.
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Figura 17. Superficie de microportador: a) 400 rpm, b) 400 rpm recubiertos en colageno, ¢) 450 rpm
hidrolizados y d) 350 rpm visto en SEM.
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Figura 18. Superficie de microportador hidrolizado visto en SEM x8000.

En la primera corrida s6lo se realiz6 la expansion de las células en andamios debido a que el
protocolo para la produccién de los microportadores seguia en fase de prueba. El disefio

experimental de las corridas 1y 2 se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Disefio de experimentos de andamios en las corridas 1y 2.

Tratamientos
Andamio Hidrdlisis Colageno Secado DHT Secado- UV Células
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X X
4 X X X
5 X X X

En la primera corrida se implementd una estrategia para limitar la expansion y adherencia
celular a solo la superficie del andamio [15]. Para esto se realizo el cultivo celular en cajas
Petri con una estructura de agar, la cual fue preparada con agua Mili-Q y agarosa al 1.5%,
con pH ajustado a 7.4, dandole forma a la estructura con ayuda de un bisturi estéril. Los
andamios se acomodaron en el centro y se siguio el protocolo de cultivo previamente descrito
ajustando los volimenes de operacién. Lamentablemente la composicién del agar no fue la
correcta debido a que absorbi6 todos los nutrientes del medio de cultivo, siendo al inicio

completamente transparente y al final de la corrida de un color rosa fuerte (Figura 19). Al
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realizar cambios de MC, su color rosa caracteristico era ya amarillo. Este fendmeno
imposibilitd a las células crecer en el andamio. Se cree que hubo una posible migracion de
las células hacia el agar. El conteo de las células cosechadas no fue posible, ya que la
concentracion celular se mantuvo por debajo del rango minimo de conteo. El uso de la
estructura de agarosa como linea de mejora no se volvio a retomar en las siguientes corridas.
Se investigd un protocolo de mejora para la preparacion de la composicion de la agarosa que
consiste en realizar una solucion de agarosa al 2% en DMEM, esterilizar y una vez formada
la estructura deseada, aclimatar en MC completo una noche precedente a su uso. En las
corridas 2, 3, 4 y 5 se utilizaron T-Flask en lugar de cajas Petri, con la conformacion visible

en la Figura 8.

Figura 19. Estructura de agarosa al final de la corrida 1.

En la segunda corrida el volumen de indculo se calculé con base en el conteo y viabilidad
realizado por el contador celular externo. Al cosechar se resuspendieron las células en
DMEM. En la Figura 20 se observa uno de los conteos procesados por el equipo de conteo.
Al observar la muestra se descubrié que los andamios contaban con contaminacion

bacteriana.
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Figura 20. Conteo de células cosechadas en el andamio 3, corrida 2.

Los resultados de la segunda corrida se muestran en la Tabla 7, siendo tal que aquel con
mayor nivel de viabilidad se obtuvo por parte del andamio con hidrolisis y reticulacion del
colageno en UV, alcanzando un valor del 74.3%, mientras que el de menor nivel fue el
andamio con hidrdlisis y reticulacion del colageno por DHT. En cuanto al rendimiento de
células viables producidas, se alcanzd un valor de 5.09 células viables/células inoculadas en
el andamio sin hidrolisis y con reticulacion de colageno DHT, y el menor rendimiento lo
obtuvo nuevamente el andamio con hidrolisis y reticulacion del coldgeno por DHT. Ahora
evaluando el efecto de la hidrélisis (andamios 2 y 4), la hidro6lisis del andamio resulté en un

nulo crecimiento celular.

Tabla 7. Resultados expansién celular de la corrida 2.

Niumero de Andamio

Parametro 1 2 3 4 5

Viabilidad % 16.7% 0.00% 74.3% 46.9% 0.00%
Concentracién células/mL 2.2E+04 0.0E+00 8.3E+04 1.6E+05 0.0E+00
Células totales células 2.2E+04 0.0E+00 8.3E+04 1.6E+05 0.0E+00

Lo células viables/
Rendimiento 0.24 0.00 413 5.09 0.00

células inoculadas

La tercera, cuarta y quinta corrida de andamios siguid el disefio experimental de la Tabla 8.
El volumen de indculo se calculd con base en el conteo y viabilidad realizado por el contador
Corning resuspendido en DMEM, sin embargo, al cosechar se resuspendieron las células en

solucidn salina al 0.85% para que el conteo no tuviera interferencia por parte del rojo fenol.
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En la Figura 21 y Figura 22 se muestran algunos conteos procesados por el equipo de conteo

Corning, el primero del indculo utilizado y el segundo de la cosecha.

Tabla 8. Disefio de experimentos de andamio en la corrida 3, 4y 5.

Tratamientos

Andamio Hidrdlisis Colageno Secado DHT Secado-UV Células

1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X X
4 X X X X
5 X X X
6 X X X

Figura 21. Conteo y viabilidad celular del in6culo de la corrida 3.

Figura 22. Conteo y viabilidad celular de células cosechadas en el andamio 5, corrida 3.
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Los resultados de expansion celular de las corridas 3y 4 se muestran en la Tabla 9. En cuanto
a la corrida 5, todos los sistemas sufrieron de contaminacion bacteriana alta, por lo que los

resultados no se muestran en dicha tabla.

Evaluando el parametro de viabilidad, se considera deseable un valor mayor al 85%, y un
valor muy bajo con el 20%. Por tanto, en la corrida 3 el mayor nivel se obtuvo con los
andamios 1, 4 y 5, mientras que el andamio 3 obtuvo el valor mas bajo. En la corrida 4, el
mayor nivel se obtuvo con los andamios 3y 5.

En cuanto al rendimiento de células viables adheridas a los andamios con respecto a las
células viables inoculadas, se busca un valor deseable mayor a 1, indicando asi que no hubo
pérdida de células. En la corrida 3 se alcanz6 mayor rendimiento en los andamios 1y 5,
mientras que en los andamios 2 y 3 hubo pérdida de células. En la corrida 4, el mayor
rendimiento se obtuvo con el andamio 3, mientras que en el andamio 2 hubo pérdida celular.
Los resultados de la expansion en andamios de todas las corridas muestran que la hidrolisis
del PLA no favorece al anclaje y la expansién celular. En cuanto al método de fijacion del
colageno al material, al no haber repetitibilidad en entre las repeticiones no se definié cual

de los tratamientos mejoran a la fijacion del colageno en el PLA.

Tabla 9. Resultados expansion celular de las corridas 3y 4 .

Numero de Andamio

Parametro 1 2 3 4 5 6
CORRIDA 3
Viabilidad (%) 98.1%  26.7% 0.00% 89.7% 973% 57.2%
Concentracion células/mL 3.2E+05 3.6E+04 0.0E+00 1.1E+05 1.4E+06 2.3E+05
Células totales células 3.2E+05 1.8E+04 0.0E+00 5.4E+04 7.2E+05 1.2E+05

células viables/

Rendimient
endimiento células inoculadas 20.8 0.323 0.00 3.24 46.9 441

CORRIDA 4
Viabilidad (%) 84.0% 80.2% 943% 83.1% 854% 81.8%
Concentracion células/mL 1.6E+05 2.7E+04 2.0E+06 1.9E+05 2.3E+05 1.6E+05
Células totales células 8.0E+04 9.0E+03 6.5E+05 9.4E+04 1.1E+05 7.8E+04

Rendimiento células viables/ 4.46 0.481 41.0 5.21 6.49 4.25
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células inoculadas

*Cifras en color verde representan los valores mas altos del parametro.
Cifras en color rojo representan los valores méas bajos del pardmetro.

Se analizaron réplicas de los andamios 5 (con celulas) y 6 (sin células) de la corrida 4 en el
SEM para buscar sefiales de adhesion celular a la superficie. En la Figura 23ab se observan

en el andamio 5 estructuras ancladas a la superficie que no se encontraron en el andamio sin

células (Figura 23c), por lo que podrian ser restos de las proteinas de la matriz celular.

SEI 2kV  WD10mmSS40 x: SEJSkV  WD9Imm $540
| mEso g5

Figura 23. Muestras: a) y b) andamio 5 inoculado, ¢) andamio 6 no inoculado visto en el SEM.

Los resultados de la expansion celular en el Spinner Flask se muestran en la Tabla 10. En las
corridas 2 y 3 se utilizaron microportadores recubiertos con colageno fijado con secado en
horno a 70°C. Como se aprecia en la Figura 24, después de 96 horas de cultivo se observan
moléculas de colageno en el medio, impidiendo que el recubrimiento cumpla su funcion de
favorecer el anclaje de las células a la superficie de los microportadores. Es por los anterior
que, en las corridas 4 y 5, se implemento el tratamiento de reticulacion DHT del colageno en
los microportadores; el rendimiento promedio al fijar el colageno con secado fue de 0.096,
mientras que al fijar al colageno por DHT se obtuvo un valor de 0.118, demostrando asi que
dicho tratamiento favorecié el anclaje celular. A su vez, se identific6 contaminacion
bacteriana en todas las corridas; su origen fue confirmado por una prueba de esterilidad
realizada a los microportadores (Figura 25), no obstante, ésta fue disminuyendo ya que se
realizaron mejoras en el método para la esterilizacion de los microportadores entre cada una,
aplicando etanol al 70% antes de los surfanios, y al exponerlos en la luz UV se extendieron
en una caja Petri de vidrio de 20 mL formando una capa mas delgada. En cuanto al cultivo,
hubo pérdida celular, como lo indica el rendimiento menor a uno en cada una de las corridas,
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aproximadamente el 10% de las células viables inoculadas se anclaron a la superficie de los

microportadores.

Tabla 10. Resultados de cultivo celular en Spinner Flask.

Numero de corrida

Parametro 1 2 3 4 5

Viabilidad % - 70% 97.9% 90.9% 86.8%
Concentracién células/mL - 2.0E+05 3.8E+04 8.10E+05 1.2E+06
Células totales células - 4.0E+05 8.3E+04 8.10E+05 1.2E+06

células viables/

Rendimiento . o - 0.059  0.132 0.101 0.134

Figura 24. MUSIFE;. ctivo en Spinner Flask a las 96 h, corrida 2.

Figura 25. Contaminacion bacteriana en microportadores identificada en prueba de esterilidad.
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Se realiz6 un andlisis de comparacion cualitativa con el propoésito de detectar sefiales de
adhesion celular en los microportadores por medio de dos métodos: observacion en el
microscopio invertido y en el SEM. La observacion de microportadores en el microscopio
invertido compard dos muestras: recubiertos en colageno con reticulacién por DHT vy
recubiertos en colageno con reticulacion DHT inoculados (muestra obtenida de la corrida 5
en Spinner Flask en el 7mo dia de cultivo). En la Figura 26a se observan las particulas de
colageno dispersas, y en la Figura 26b se muestra la prueba de la adherencia celular a un
microportador. En el SEM se analizaron microportadores de la corrida 4 recubiertos con
colageno mediante la técnica de reticulacion DHT, preparando dos muestras: la primera de
los microportadores sin inocular como control negativo (Figura 27a) y la segunda obtenida
en el sexto dia de la corrida 4 (Figura 27bc). Se lograron identificar estructuras adheridas a
los microportadores ausentes en los microportadores control negativo, sugiriendo un posible

rastro de adhesion celular; la frecuencia de dichos rastros fue baja.

Figura 26. Microportadores a) recubierto con colageno reticulado con DHT y b) recubiertos con
colageno reticulado con DHT y cultivados con células madre durante 7 dias en Spinner Flask

SEI 1kV WDSmm SS40 X m SEI 2kV  WD10mmSS40 x1,100  10pm SEl 2kV  WD10mmSS40 X1,300  10pm  S—
ITESO ITESO ITESO
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Figura 27. Microportadores a) recubierto con colageno reticulado con DHT y b) c) recubiertos con
colageno reticulado con DHT y cultivados con células madre durante 6 dias en Spinner Flask

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

Los resultados obtenidos demuestran que una hidrolisis previa al material utilizado, es decir

PLA, contrario a la literatura, resulta no ser benéfico en cuanto a la adhesion celular. Por su

parte, en cuanto a la reticulacion de colégeno, se observa que un método fisico como DHT

pe

rmite una mayor expansion celular en comparacion con los otros métodos estudiados.

Asimismo, se determin0 una nueva técnica para la produccion de microportadores, por medio

de una emulsién, estandarizando el proceso en la elaboracion de los mismos. Es probable que

se pueda incrementar el tamafio de las particulas si se disminuye la agitacion. Se sugiere

llevar a cabo una investigacion y aplicacién de técnicas pertinentes para la normalizacion de

protocolos que mejoren el proceso de esterilizacién de los microportadores.

[1
]
[2
]
[3
]
[4
]

[7
[8

[9

1.7. Bibliografia y otros recursos

M. E. Castafio, «Cultivos celulares,» Biogénesis , pp. 29 - 45, 2007.

Universidad de Cornell, «Capitulo 1: Introduccion al cultivo celular,» EHU, 2012. [En

linea]. [Ultimo acceso: 23 febrero 2023].

Y. Y. Lozano, D. C. Ochoay A. C. Zapata, «Cultivos de células animales: historia,
aplicaciones y perspectivas,» Ambito Investigativo, vol. 4, n° 1, 2019.

ITESO, «Laboratorios ITESO,» ITESO, 2023. [En linea]. Available:
https://laboratorios.iteso.mx/dpti-laboratorio-de-biotecnologia/. [UItimo acceso: 23
febrero 2023].

Mayo Clinic, «Células madre: qué son y qué hacen,» 18 Mayo 2022. [En linea].
Available: https://www.mayoclinic.org/es-es/tests-procedures/bone-marrow-
transplant/in-depth/stem-cells/art-20048117. [Ultimo acceso: 26 Enero 2023].

California's Stem Cell Agency, «Las células madre como terapias,» California Institute
for Regenerative Medicine, 2022. [En linea]. Available: https://www.cirm.ca.gov/our-

progress/las-c%C3%A9lulas-madre-como-terapias. [Ultimo acceso: 27 Enero 2023].

M. A. Sahagun, «Desarrollo y estandarizacion de cultivo 3D de células madre
mesenquimales humanas,» Jalisco, 2021.

M. Mercado Coello, «Estandarizacion de cultivo en 3D de células madre
mesenguimales humanas en andamios de PLA,» Jalisco, 2022.

A. G. Alejandro, «Estandarizacion de la cosecha de células madre mesenquimales de
placenta humana cultivadas en reactor Spinner Flask,» Jalisco, 2022.

38



[1
0]

[1
1]

[1
2]

[1
3]

[1
4]

[1
5]

[1
6]
[1
7]
[1
8]

[1

[2
0]
[2

[2
2]

[2
3]

E. V. Islas Semadeni y A. G. Alejandro Enriquez, «Estandarizacién de cultivo en 3D
de células madre mesenquimales humanas en un reactor Spinner Flask y en andamios
de PLA en el CEGINT, ITESO,» Jalisco, 2022.

Y. Hong, C. Gao, Y. Xie, Y. Gong y J. Shen, «Collagen-coated polylactide
microspheres as chondrocyte microcarriers,» Elsevier, Vol. 16, No. 32, pp. 6305-6313,
2005.

L. Yanping, W. Hanghang, W. Zhen, L. Qian y T. Nan, «Simultaneous Enhancement
of Strength and Toughness of PLA Induced by Miscibility Variation with PVA.,»
Polymers, vol. 10, 2018.

R. S. Raghuvanshi, S. Goyal , O. Singh y A. Panda, «Stabilization of dichloromethane-
induced protein denaturation during microencapsulation,» Pharm Dev Technol, vol. 3,
n® 2, pp. 269-276, 1998 .

M. Sabee, M. Meer, K. Nurulain, Y. Badrul y Z. A. Hamid, «Characterization and In
Vitro Study of Surface Modified PLA Microspheres Treated with NaOH,» Journal of
Polymer Materials, vol. 33, pp. 191-200, 2016.

B. Teixeira, P. Aprile y R. Mendonga, «Evaluation of bone marrow stem cell response
to PLA scaffolds manufactured by 3D printing and coated with polydopamine and type
I collagen,» Febrero 2018. [En linea]. Available:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29480562/. [Ultimo acceso: Febrero 2023].

Biolab, «Surfanios Premium - detergente desinfectante suelos y superficies,» Biolab,
2023. [En linea]. Available: https://www.ddbiolab.com/product/ON-21-51.

Cientifica SENNA, «Buffer (PBS),» Cientifica SENNA, 2023. [En linea]. Available:
https://www.cientificasenna.com/producto/buffer-pbs/.

Logiclean, «Desinfeccion y Esterilizacion con Luz Ultravioleta,» Logiclean, 2017. [En
linea]. Available: https://logicclean.es/la-desinfeccion-esterilizacion-luz-
ultravioleta/#:~:text=Acci%C3%B3n%20Germicida%20de%20la%20Luz%20Ultraviol
eta,-
Debid0%20a%20su&text=L0s%20microorganismos%20se%20desactivan%20por,cort
a%2C%?20principalmente%20a%20254%20nm.

Merck, «Sigmacote,» Merck, 2022. [En linea]. Available:
https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/product/sigma/si2.

Sigma-Aldrich, «Product Information Sigmacote,» 2016.

K. Weadock, E. Miller y L. Bellincampi, «Physical crosslinking of collagen fibers:
Comparison of ultraviolet irradiation and dehydrothermal treatment,» Wiley, 1995. [En
linea]. Available: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jbm.820291108. [Ultimo
acceso: Febrero 2023].

Merck, «Medios y tampones clasicos,» Merck, 2023. [En linea]. Available:

https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/products/cell-culture-and-analysis/cell-culture-
media-and-buffers/classical-media-and-buffers.

L. Escobar, S. Morantes, C. Cordero y F. Aristizabal, «Implementacion de estrategias
in vitro para evaluar la funcionalidad de un suero fetal bovino colombiano,» SciELO,
vol. 40, n° 2, 2011.

39



[2 Biowest, «L0010 — Antibiotic-Antimycotic 100X,» Biowest, 2023. [En linea].
4] Available: https://biowest.net/antibiotic-antimycotic-100x-10010/.

[2 GIBCO, «3800. TRYPSIN-EDTA (0.25%), PHENOL RED 100ML - GIBCO,» CTR

5] Scientific, 2023. [En linea]. Available: https://ctrscientific.com/products/trypsin-edta-
0-25-phenol-red-100ml-gibco.

[2 Q. Rafig, K. Brosnan, K. Coopman, A. Nienow y C. Hewitt, «Culture of human

6] mesenchymal stem cells on microcarriers in a 5 | stirred-tank bioreactor,» PubMed,
vol. 35, n° 8, pp. 1233-1245, 2013.

[2 GIBCO, «Gibco™ HBSS, sin calcio, sin magnesio, sin rojo fenol,» Fishersci, 2023.

7] [En linea]. Available: https://www.fishersci.es/shop/products/gibco-hbss-without-
calcium-magnesium-phenol-red-4/12549069.

[2 Scai uma, «Microscopia Electronica de Barrido,» Scai Uma, 2023. [En linea].

8] Awvailable: https://www.scai.uma.es/areas/micr/sem/sem.html.

[2 Z. Haifeng, M. Xiyuan y D. Zijing, «Three dimensional printed macroporous polylactic

9] acid/hydroxyapatite composite scaffolds for promoting bone formation in a critical-size
rat calvarial defect model,» Febrero 2016. [En linea]. Available:
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/14686996.2016.1145532. [Ultimo
acceso: 15 Marzo 2023].

[3 N. Strathearn y A. Pardo, «Parameters to Consider When Expanding Cells on Corning
0] Microcarriers,» Corning Incorporated, Kennebunck.

[3 S. Xudong, S. Lei y J. Jian, «Biodegradable Polymeric Microcarriers with Controllable
1] Porous Structure for Tissue Engineering,» Diciembre 2009. [En linea]. Available:
https://doi.org/10.1002/mabi.200900224. [Ultimo acceso: Abril 2023].

1.8. Anexos generales

2. Productos

Ficha descriptiva del producto 1.

Nombre y cédigo del PAP Programa de Desarrollo Tecnoldgico para la
Sustentabilidad Ambiental, Energética y
Alimentaria Il (4D08B).

Nombre del proyecto Estandarizacion de cultivo 3D de células

madre mesenquimales humanas en un
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reactor Spinner-Flask y en andamios de
PLA recubiertos con colageno en el
CEGINT, ITESO.

Descripcion (qué es, para quién se realizé y

para qué es):

Protocolo para una mejora en la reticulacion
de colageno de andamios y microportadores
a partir de una técnica fisica conocida como
tratamiento dehidrotermal. Es un protocolo
que pueden utilizar personas que busquen y
fomenten la continuidad del proyecto en
otofio 2023.

Autores:

Ximena De Unanue Gutiérrez y Judith

Véazquez Hernandez

Ficha descriptiva del producto 2.

Nombre y codigo del PAP

Programa de Desarrollo Tecnoldgico para la
Sustentabilidad Ambiental, Energética y
Alimentaria Il (4D08B).

Nombre del proyecto

Estandarizacion de cultivo 3D de células
madre mesenquimales humanas en un
reactor Spinner-Flask y en andamios de
PLA recubiertos con colageno en el
CEGINT, ITESO.

Descripcion (qué es, para quién se realiz0 y

para qué es):

Es una técnica para la elaboracion de
microportadores con base en un proceso de
emulsion, asi como su  posterior
recubrimiento de colageno. Es un protocolo
que pueden utilizar personas que busquen y
fomenten la continuidad del proyecto en

otono 2023.

Autores:

Ximena De Unanue Gutiérrez y Judith

Véazquez Hernandez
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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

Ximena De Unanue Gutiérrez:

Ser parte del presente proyecto me permitio contribuir a un trabajo que tiene como objetivo
el bienestar personal, impactando en la salud de las personas y la vida digna, asi como la
calidad de vida de los mismos dado que busca beneficiar a personas con necesidad de terapia
regenerativa. Por su parte, me acerco al area clinica y médica de la biotecnologia dadas las
posibles aplicaciones finales del PAP, es decir, la terapia regenerativa. Para esto, es necesario
tomar en cuenta diversos factores que permiten la optimizacion del producto final, basandose
éstos en la busqueda de la accesibilidad y factibilidad de lo llevado a cabo, disminuyendo los
recursos y costos de operacion y permitiendo una estandarizacion del proceso mismo. Por su
parte, la ética profesional es de suma importancia, debido a que, para la obtencion de un
resultado que realmente cumpla su proposito, es necesario el transmitir la informacion

veridica.

En cuanto al &rea biotecnolégica, personalmente pude aprender mas en cuanto a la busqueda
y resolucién de problemas, adquisicion de literatura externa y estudio de los propios cultivos
celulares utilizados con el fin de proponer soluciones ante problematicas que se iban
presentando, pudiendo unir, finalmente, lo experimental y lo investigado de una manera mas
vasta. Finalmente, pude apreciar de una manera mas tangible la responsabilidad como
biotecndlogo y el desarrollo de los proyectos dentro de esta area que pueden proveer de

ventajas a la sociedad, sobre todo dentro del area clinica y médica.

Judith Vazquez Hernandez
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Tener la oportunidad de afiadir valor al presente proyecto me abrié un mundo en el area de
la Biotecnologia médica. El cultivo de células madre mesenquimales tiene aplicaciones en la
medicina regenerativa y el tratamiento de una gran variedad de enfermedades, mejorando en

gran medida la calidad de vida de las personas.

Una de las limitaciones es la expansion de las células, ya que se require de un area superficial
de anclaje que es muy limitada en los métodos de cultivo convencionales en 2D. El desarrollo
de protocolos de expansion utilizando microportadores aumenta el area de anclaje, pero una
limitante es el costo de los mismos. En el proyecto, el desarrollo de microportadores mas
econdémicos podria hacer de los tratamientos con células madre mas accesibles para las

personas candidatas a tratamientos de esta indole.

La regeneracion de tejidos utilizando las células madre como tratamiento puede beneficiarse
utilizando andamios como superficie de anclaje, para que asi las células diferenciadas al
tejido a tratar puedan impantarse con facilidad en el area a dafiada. EI uso del PLA como
superficie de anclaje es biodegradable, por lo que seria biocompatible. Dicha caracteristica
es importante ya que se puede hablar de implantaciones de los andamios sin rechazos, o

incluso ver a los microportadores como “andamios inyectables™.

Algunas consideraciones éticas sobre el proyecto es el origen de las células madre; ha sido
controversial el uso de células madre embrionarias debido a que implica la destruccién de
embriones para su aislamiento, entrando en el paradigma sobre en qué momento comienza la
vida humana y los derechos que tiene en cada etapa de desarrollo. El proyecto utiliza células
madre mesenquimales aisladas de placenta humana, asi que no hay ningun problema ético en
su uso para la investigacion, que al final beneficiard a la salud de una gran cantidad de

personas.

3.2 Aprendizajes logrados

Ximena De Unanue Gutiérrez:
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En el presente PAP pude practicar técnicas de cultivos animales vistas en semestres
anteriores, pensando que éstas se encontraban olvidadas cuando realmente no fue asi. Por su
parte, al trabajar de manera independiente, es decir, sin la supervision de un maestro o
siguiendo practicas dadas por los supervisores, pude tener mas confianza en mi y en mis
técnicas de manejo de los materiales y equipos, asi como de los mismos cultivos celulares
utilizados. Por su parte, pude adquirir mas conocimientos a partir de otros protocolos
recuperados de la literatura y hacerles frente a las probleméticas surgidas. En un principio
fue complicado el saber por donde se iba a comenzar y sobre todo como formular un producto
funcional para lo que se buscaba resolver, sin embargo, una vez avanzado el proyecto fue
posible entender que esto no es tan dificil, tan sélo se debe tener una buena base de
investigacion previa y estar atento a cualquier incierto que surja para su pronta resolucion.

Mencionado lo anterior, puedo establecer que aprendi méas de la busqueda de soluciones y
esto me generd valentia al momento de equivocarme, ya que muchas veces de estos mismos
errores se generaba un mayor conocimiento y entendimiento del tema. Por su parte, al trabajar
en equipo pude aprender méas de mi compafiera e incluso del manejo de tiempos segun los

objetivos planteados para el proyecto.

Finalmente, lo més rescatable es que aprendi a estandarizar un proceso, siendo que
anteriormente recibia las cantidades especificas para la correcta adhesion y expansion celular.
Ademas, comprendi como llevar a cabo la produccion de microportadores y el correcto uso

de éstos, dado que no los habia utilizado previamente.

Judith VVazquez Hernandez

Lo maés retador para mi durante el desarrollo del proyecto fue el inicio. Ya existian protocolos
optimizados durante semestres pasados, asi que requirié de mucho tiempo de estudio para el
entendimiento de cada protocolo involucrado y su fundamento teorico, algo crucial al
momento de tener que tomar decisiones para resolver imprevistos de la mejor manera. Para
desarrollar las propuestas de mejora, se necesito de una investigacion profunda, en donde
desarrollé habilidades para identificar ideas que pudieran ser factibles en el contexto del
proyecto tomando en cuenta los recursos disponibles en el ITESO, también fui muy

meticulosa en que ningln detalle se nos escapara para que al momento de realizar los
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experimentos supieramos exactamente qué hacer. La habilidad de planeacion de actividades
de manera independiente involucrd coordinarnos con cuatro laboratorios distintos para lograr

obtener los resultados y anélisis deseados.

Sobre la marcha surgieron imprevistos que me ensefiaron a evaluar las posibles causas del
problema y actuar desde las tangentes adecuadas, a dialogar con mi comparfera para tomar la
mejor decision en conjunto. El platicar las problematicas con compafieros y maestros nos
ayudo a ingeniar soluciones e identificar de qué manera mejorar algin aspecto del
experimento.

Aprendi que la estandarizacion de un proceso nuevo no es facil. Ademas, aplicar protocolos
que le funcionaron a otros investigadores implica realizar ajustes a los recursos y materiales
disponibles, en especifico con la produccion de los microportadores y el tratamiento

dehidrotermal.

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de
competencias Final (salida al PAP).

Tabla 11. Inventario de competencias- Ximena De Unanue Gutiérrez

) _ _ Relevancia/ Competencias
Competencia Evidencia -
Fortaleza* potencializadas
Aislamiento | Se llevé a cabo | Puedo aislar Puedo aislar y
de ceélulas | el proceso a|y propagar propagar in vitro
madre por | través de los | in vitro las las células madre
Categort | | medio  de | métodos  de | células a utilizar,
2ales | S ietint lant d biend
[<B]
compete | 2 istintos explantes  y | madre a sabiendo
nciasen | ‘S| metodos. digestion utilizar, escoger la mejor
conocimi |- 9 enzimatica, conociendo técnica segun las
entos, i .
. estableciendo, | fundamento condiciones que
habilidad
esy propiamente, la | s basicos de se tengan.
actitudes. concentracion | distintas Ademés, ahora
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Escribe
la o las
evidenci
as de
cada
compete
nciay su
relevanci
a.

del medio de

cultivo.

técnicas, asi
como
facilitar el
entendimien
to de una
nueva

técnica que

pueda
utilizarse,
teniendo las
bases y
“cimientos”
previos.
Criopreserv | Se llevo a cabo | Puedo
acion de | el  pertinente | ayudar en el
células almacenamient | proceso de
madre. 0, tanto del | almacenami
cultivo ento con el
primario como | fin de
de las lineas | mantener la
celulares viabilidad y
establecidas, funcionalida
pormediodela | d  celular,
criopreservacio | evitando
n. pérdidas de
la linea
celular por
contaminaci
on 0
cambios
genéticos.
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Descongela
cion y
expansion
de células

animales.

Se llevé a cabo
un proceso de
descongelacion
mediante la
técnica de
descongelacion
rapida con el
fin de
recuperar las
células aisladas
y expandirlas
para obtener el
mayor numero
de celulas
posibles,
siendo tal que
los cultivos in
vitro deben
mantenerse en
condiciones
rigurosas  de
cultivo e
incubacion,
evitando  asi
pérdidas en su
capacidad de
proliferacion y
potencial

diferenciacion.

Puedo
realizar la
descongelac
ion de las
células
madre por
medio de la
técnica
aprendida,
evitando la
alteracion y
pérdida en
su
expansion y
proliferacio

n.
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Conteo y | Se llevo a cabo | Puedo
viabilidad un conteo | realizar el
celular. celular por | procedimien
medio del uso | to de
de cémara de | exclusion de
Neubauer vy | colorantes
colorante azul | con el fin de
de tripano para | lograr el
lavisualizacion | conteo  de
de la viabilidad | las células
celular. viables,
teniendo en
cuenta que
las células
vivas no
toman
ciertos
colorantes,
mientras
que las
muertas si,
facilitando
asi la
visualizacio
n a partir de
la
morfologia
celular.
« | Andlisis vy | Realicé un | Puedo
% diferenciaci | proyecto bajo | reconocer si
f on entre | la definicion de | llevar a cabo

48



factibilidad | producto un proyecto
y viabilidad. | minimo viable | es factible,
con el fin de | es decir, que
transformar se  pueda
algo factible a | hacer y
viable. también
comprender
si éste es
viable, es
decir, que
valga la
pena
llevarlo a
cabo.
Anélisis Generalmente, | Puedo
metodico antes de | optimizar
del proceso. | comenzar un | los recursos

7

proyecto,  sé
observar  los
procesos y
calcular los
reactivos

especificos a

utilizar.

al conocer,
primeramen
te, a fondo
el proceso,
comprendie
ndo las
cantidades

necesarias

para evitar
un

desperdicio
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en cuanto a

los recursos.

Anélisis de | En anteriores | Puedo
la proyectos, sé | investigar a
metodologia | investigar con | partir de lo
y literatura. | anticipacion un | ya
proceso Yy, a| realizado,
partir de esto, | tanto en
discernir lo que | ITESO
se llevard a | como en
cabo, teniendo | fuentes
como base | externas,
previa distintos | con el fin de
documentos de | comprender
experimentacié | los mejores
n (literatura). métodos
para llevar a
cabo, asi
como de
ideas
novedosas
que puedan
mejorar el
proceso.
Anélisis de | En el area de la | Puedo
las ideas con | biotecnologia | analizar el
el fin de|es necesario | problema y
lograr cierto | saber los prosy | buscar  la
objetivo, asi | contras de | solucion
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Actitudes

como la | cierta solucidn, | que sea méas
rapida con el fin de | adecuada,
resolucion | encontrar  la | comprendie
de mas apta segun | ndo el
problemas. | la problemética | panorama
presentada. general, asi
como cada
punto a
favor o en
contra,
debido a que
siempre €s
necesario
tener varias
opciones 'y
estudiarlas
hasta
encontrar la
Optima.
Disposicion | He llevado a | Puedo
para el | cabo proyectos | comprender
trabajo en equipo, | las distintas
colaborativo | manteniendo la | habilidades
y  diélogo | cooperacion vy | de cada
critico. evitando el | participante

deterioro  del

trabajo.

y buscando
que la
cooperacion
ocurra  de
manera

cordial,
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siendo un

ambiente

sano  para

todos.
Facilidad de | Me he | Puedo llevar
acoplamient | adaptado ala cabo
0 en | distintas reas | distintas
distintas de mi carrera, | situaciones
areas. comprendiend | que, a su

0 y analizando | vez,

cada una. involucren
distintas
areas
laborales
que se
encuentran
en mi

carrera.

Rapida Me he | Puedo
resolucion | adaptado a los | comprender
de problemas que |y analizar
problemas. | puedan ocurrir | las

al enfrentarme | problematic
a un proyecto | as
cientifico  de | presentadas,

investigacion y | concentrand

experimentacio | ome en

n. encontrar
diversas
soluciones
para su
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estudio 'y
posterior

eleccion de
aquella que
sea mas apta
segun la
situacion

presentada.

Anélisis Cursé el eje de | Puedo
basado en la | debates  que | entender los
bioética. lleva por titulo | limites de la
“Bioética”. ciencia vy
discernir
entre lo que
estd bien o
mal en la
presente
area de
estudio,
priorizando
siempre el

bien social.

El andlisis de competencias antes, durante y después del proyecto es de suma importancia
dado que se puede realizar una introspeccion del crecimiento que se obtuvo después de llevar
a cabo tal experimentacion, observando a su vez si las competencias adquiridas se
relacionaron con los objetivos del proyecto. En el caso especifico del presente trabajo, fue
posible reconocer que los conocimientos en cuanto a cultivos celulares eran muy bésicos,
trabajando siempre bajo la supervision de personas con un mayor conocimiento, sin embargo,
al momento de regirte por tu mismo y ayudarte con tu equipo, es posible aprender mas a
partir de errores, asi como también por parte de la vasta investigacion que se debe realizar
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con el fin de darle seguimiento al proyecto y resolver problematicas surgidas. Cabe recalcar

que a su vez se comprendieron las distintas limitantes que se tienen en este campo, pudiendo

asi ahondar en las areas de mejoras hasta poder ser experta en un tema que realmente me

apasiona. Se puede establecer a partir de lo anterior que ahora cuento con las habilidades

suficientes para llevar a cabo un proyecto y experimentacion desde cero, pudiendo,

finalmente, estandarizar los procesos de interes.

Tabla 12. Inventario de competencias- Judith Viazquez Hernandez

Categoriza
las
competenc
ias en
conocimie
ntos,
habilidades
y actitudes.

Escribe la
o las
evidencias
de cada
competenc
iaysu
relevancia.

Relevancia/
Competencia Evidencia

Fortaleza*
Caracteristicas Materia de | Las
de las células | Cultivo de Células | aplicaciones

madre y su
potencial en
medicina
regenerativa

y Tejidos
Animales en
ITESO y materia
de Células Madre
y Diferenciacion

en Universidad de

de las células
madre en
medicina
regenerativa
me dan una

certeza del

aislaron  células
madre

mesenquimales de
tejido de placenta
humana y se
cultivaron en T-
Flask

exitosamente.

Namur. alcance de
dicha
estrategia.

é Protocolos para | Materia de | El fundamento
.§ la expansion de | Cultivo de Células | del proceso de
g células madre | y Tejidos | cultivo de las
E mesenquimales | Animales en | células madre

en T-Flask ITESO. Se | es de suma

importancia,
s¢ que la
expansion  de

los cultivos

permite
generar un
banco de

células interno
y para no

depender de
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proveedores

externos.
Protocolo parala | Materia de | La
criopreservacion | Cultivo de Células | criopreservaci
de células madre | y Tejidos | on eficiente de
mesenquimales | Animales en | las células
ITESO. madre permite
contar con
dichos
recursos
cuando el
proyecto  lo
necesite de
manera
inmedianta.
Proceso de | Materia de | El objetivo a
diferenciacion Células Madre y | largo plazo es

de células madre
y estrategias de

investigacion

Diferenciacién en
Universidad  de

Namur.

la
diferenciacion
de las células
madre a
osteocitos, y es
importante que
la etapa actual
esté
encaminada en
esa misma

linea.

Metodologia
para el uso de

biorreactores

Materia de
Biorreactores en
ITESO. Se realizo
un proyecto de
cinética

microbiana  con
toma de muestra
para el analisis de

metabolitos y

Los principios
de la
utilizacion del
biorreactor, las
variables que
puede
controlar y el
seguimiento

de la cinética
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planeacion certera
desde el inicio
para que el rumbo
del proyecto

resultara exitoso.

densidad de | de
biomasa. crecimientos
microbianos
me  permite
comprender
rapidamente
las
singularidades
y
requerimientos
de cada caso
especifico.
Metodologia Materia de | La cantidad de
para conteo | Microbiologia en | células y su
celular con | ITESO. Se realizé | viabilidad son
camara de | una practica de | variables
Neubauer y | conteo celular y | cuantitativas
viabilidad. determinacion de | de suma
viabilidad por | importancia
tincion. para el estudio
de cultivos
celulares.
Planteamiento En el PAP de | El disefio del
de disefio de | Biocontrol experimento
experimentos realizamos un | define en gran
eficiente disefio de | medida el
experimentos con | impacto  que
combinaciones de | tendra el
é tres factores | proyecto, una
g distintos, fue | buena
E necesaria una | planeacion

puede ahorrar

tiempo,
recursos
generar
resultados

relevantes.

y
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Analisis critico

de resultados

Durante la carrera
de Ing. En
Biotecnologia he
realizado el
analisis de

resultados de cada

practica de
laboratorio,

requiriendo la
evaluacion de

todos los factores

que pueden
afectar los
resultados y
llegando a
conclusiones
fundamentadas,

aun cuando no son

La planeacion
y realizacion
del
experimento
conlleva un
esfuerzo
significativo
por lo que el
analisis
eficiente  de
dichos
resultados es
necesario. Las
conclusiones a
las que llega el
analisis
determinan el

rumbo de las

los esperados. decisiones
posteriores.
Analisis de | Materia de Disefio | E1 uso de
resultados de Experimentos | herramientas
utilizando en ITESO. En el | Estadisticas
herramientas PAP de | me  permite
estadisticas Biocontrol utilicé | definir las
StatGraphics para | diferencias
el analisis de los | entre los
resultados tratamientos

cuantitativos, lo
que le dio

fortaleza a la

planteados en
el disefio de

experimentos,

investigacion. llevando asi a
conclusiones
acertadas.

Resolucion  de | Durante diversos | Gestionar

problemas  de

manera analitica

proyectos me he

enfrentado a

problemas o

contratiempos
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circunstancias que
no son las
esperadas, en las
que analizar cada
parte y priorizar
los factores
permite

solucionarlo mas

de manera
eficiente es
una habilidad
que se pone en
practica cada
dia, ser capaz
de hacerlo

analiticamente

facilmente y | ahorra tiempo
buscar alternativas | y recursos.
creativamente.
Investigacion y | En el PAP de | La
elaboracion de | Biocontrol fue | investigacion
protocolos necesaria la | de
investigacion de | metodologias
protocolos 'y de | es una
ajustarlos a | habilidad
nuestro contexto | importante en
especifico. el ambito
cientifico, ya
que cada afio
hay
innovaciones
que  pueden
optimizar los
protocolos
actuales.
Iniciativa Trabajé como | Las ideas
becaria y yo sola | nuevas y la
tenia que plantear | creatividad
¢ proyectos de | son bastante
E‘ mejora viables y | valoradas,
E aterrizados. siempre  hay

aspectos  que
mejorar en los

procesos.
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Comunicacion

asertiva

Fui capitana del

equipo de
atletismo de
ITESO, al
momento de

resolver conflictos
o de plantear
ideas, el resultado
esta bastante
afectado por la
manera en la que

se comunicaba.

Las relaciones
humanas

requieren de
comunicacion
asertiva para el
éxito de los
objetivos

compartidos.

Compromiso y

perseverancia

Tanto en
proyectos  como
en el ambito
deportivo, he sido
comprometida a
dedicarle tiempo
de calidad para
que los resultados
lleguen hacia el

objetivo

Para llegar a
los objetivos
planteados es
necesario tener
la  voluntad,
creerse capazy
hacer lo
necesario para

conseguirlos.

Cuestionamient

[¢]

En proyectos o
procesos, me
cuestiono y hago
preguntas de
manera

constructiva para
encontrar asi
puntos posibles de
mejora, cuando
encuentro vacios

suelo  investigar

maneras para
reforzarlos 0
mejorarlos

Cuestionar la
manera de
trabajar  abre
las puertas a
nuevas
necesidades

que satisfacer.
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Curiosidad ~ y | Durante trabajos | La disposicion
disposicion de | en equipo he | de  aprender
aprender investigado por mi | cosas nuevas
cuenta, escuchado | me lleva a
y dialogado con | estar atenta a
mis compafieros y | las  personas
maestros, esto | que me rodean
porque el |y a las
intercambio  de | oportunidades

ideas nos permite | que se me

construir un | presentan.
proyecto mas
fuerte e

innovador, soy
consciente de que
no sé¢ todo vy
siempre hay algo

nuevo que

aprender del otro.

Al comparar las competencias que tenia antes del PAP y las que cuento ahora que ya se cerrd
el proyecto me doy cuenta de todas los conocimientos, habilidades y actitudes que aprendi o
potencialicé. Es muy enriquecedor tener presente el crecimiento que tuve en tan s6lo cuatro
meses. En cuando a conocimientos, adquiri nueva informacién debido a la investigacion que
realizamos para la elaboraciéon del protocolo y también al estudiar los protocolos ya
estandarizados con anterioridad. Creo que las competencias adquiridas fueron lo que mas
valoré de el presente ejercicio, ya que ahora soy capaz de implementar mejoras factibles a un
proyecto y aterrizarlas en experimentacion; la capacidad de respuesta frente a contratiempos
es de gran valor. Las actitudes de compromiso, comunicacion, asertividad, iniciativa y

apertura son de muy valiosas para mi futura carrera profesional.
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