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NUEVO ENFOQUE UTILIZANDO SISTEMAS DE DOS FASES ACUOSAS EN CULTIVO 3D PARA

LA DIFERENCIACION NEURONAL DE CELULAS MADRE
Karolina Chairez-Cantu, Mirna Gonzalez-Gonzalez, Marco Rito-Palomares Tecnologico de Monterrey, Escuela de Medicina
y Ciencias de la Salud, Monterrey, 64710

mrito@tec.mx.

Palabras clave: Sistemas de dos fases acuosas, cultivos 3D, células madre.

Introduccion. Los sistemas de dos fases acuosas (SDFA)
son una técnica de extraccion liquida-liquida que involucra
la combinacién polimero-polimero o polimerosal. Las
principales aplicaciones han sido la recuperaciéon y
purificaciéon de biomoléculas de interés (1). Sin embargo,
los cultivos 3D usando SDFA surgieron como un nuevo
enfoque biotecnolégico para fines de ingenieria de tejidos.
Su construccion consiste en el encapsulamiento de las
células madre en gotas del polimero 1, las cuales se
distribuyen a lo largo de un sustrato junto con el polimero
2, generando patrones especificos (2). Su principal ventaja
es la construccion de nichos celulares en donde un
microambiente es generado mimetizando condiciones in
vivo mas acertados (3). Los cultivos 3D usando SDFA se
clasifican en: monocultivo, patron de exclusion, co-cultivo
y micropatrones celulares (4). El objetivo del presente
trabajo es mejorar la construccion de cultivos 3D usando
SDFA para la diferenciacion de células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs) hacia el linaje neural.

Metodologia.
e Cultivo 2D: Episomal hiPSC Evaluacion de:

1) Viabilidad celular

= 2) Pluripotencialidad:
Ceo»
= € =t

6 Construccion de cultivos 3D-SDFA

ég,? 1) Polimeros:
o -Peso molecular

-Concentracion

e Diferenciacién hacia neuronas motoras

1) Factores de

- - At & - 2) Suplementos
i @&@ e s 0 3) Matriz extracelular
. 4) Densidad celular
Cultivo 2D Cultivo 3D-SDFA  5) Tamario de la

colonia
6) Interconectividad

C.

o 1) Marcadores:
-B-1ll Tubulin
-HB9

-Nestin

Fig. 1. Estrategia experimental esquematizada y parametros a evaluar en cada
etapa del proyecto.

Resultados. Se espera que los cultivos 3D usando SDFA
presenten mayor eficiencia de diferenciacion que los
cultivos 2D, debido a que existe una mayor interaccion
entre célulacélula y célula-sustrato (Fig. 2)
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Fig. 2. Construccion de cultivos 3D usando SDFA para la diferenciacién
neuronal a partir de células madre.

Conclusiones. Los cultivos 3D usando SDFA surgen
como una estrategia para superar las limitantes de los
cultivos 2D y cultivos 3D a base de andamios celulares, ya
gue no sélo incrementan la expansion celular sino la
eficiencia diferenciacion. Ademas, presentan la ventaja de
ser facilmente escalables y robustos a cualquier linaje
celular, representando un paso mas cerca para la
transicion de terapias celulares como tratamiento a
enfermedades degenerativas hacia la clinica.

Agradecimiento. Los autores agradecen al Grupo de
Investigacién de Enfoque Estratégico de Bioingenieria y
Medicina Regenerativa de la Escuela de Medicina y
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GENERACION DE ANDAMIOS DE POLI-3-HIDROXIBUTIRATO (P3HB) CON POTENCIAL
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(CIATEQ), Estado de México C.P. 52004. c Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), Instituto de Ciencias
Fisicas (ICF), Cuernavaca C.P. 62210 d Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), Instituto de Biotecnologia

(IBT), Cuernavaca C.P. 62210
angelica.menesesa@uaem.edu.mx ; carlos.pena@ibt.unam.mx

Palabras clave: Ingenieria tisular, andamios, Poli-3-hidroxibutirato (P3HB).

Introduccion. Actualmente la pérdida de tejidos, fallas
organicas, enfermedades de la piel y demas casos clinicos
constituyen uno de los problemas mas frecuentes,
devastadores y costosos en los paises desarrollados. Para
ello se buscan alternativas para solventar estos
problemas, siendo la ingenieria tisular una de ellas (1,2,3).
El objetivo del presente trabajo fue desarrollar andamios
de P3HB por impresibn 3D para evaluar su
biocompatibilidad con células epidérmicas (queratinocitos
de la linea HaCaT), como modelo potencial que permita la
formacion de un tejido funcional.

Metodologia. El presente trabajo se dividié en tres etapas:
(i) Recuperacion por el método de ruptura y extraccion con
etanol-acetona de P3HB producido por la cepa mutante
OPNA de Azotobacter vinelandii, cultivada en un
biorreactor en lote de 350 L; (ii) Generacion del filamento
de P3HB y construccion de andamios y (iii)
Caracterizacionn de la llinea celular HaCaT y su
bioevaluacion con los andamios de P3HB.

Resultados. Se obtuvo un biopolimero con las

caracteristicas fisicoquimicas mostradas en la Tabla 1.
Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del P3HB.

Peso A
Producto Pu:/eza molecular A"%‘:k’:’e
(%) (kDa) contacto
Control D
(Hipoclorito/ 99+0.3 416168 100°
cloroformo)
Etanol/ acetona
D 93+1.0 1,750+98 70°

Con el material recuperado por el método de ruptura y
extraccion con etanol-acetona, se logr6 generar un
filamento flexible para la construccion de andamios por
impresion 3D, sin y con poros (entre 70 y 100 ym) (Figura
1).

¥ 4 R

Figura 1. A) Filamento del biopolimero obtenido por el método etanolacetona,
B) Andamios de P3HB sin y con poros por impresién 3D

BioTecnologia, Ao 2021, Vol. 25 No. 4

La cinética de crecimiento de la linea celular HaCaT en
medio DMEM-F12 y 10 % SFB mostr6 que los
gueratinocitos tuvieron un tiempo de duplicacion de 32 hy
p=0.021 h-1, valores que coinciden con lo reportado para
esta linea celular. Las pruebas de biocompatibilidad
mostraron que las células proliferaron de manera
homogénea en la superficie del andamio sin poros (Figura
2 C), en comparacion con el andamio con poros (Figura 2
B) y con el andamio control generado por electrohilado
(Figura 2 A), en los cuales las células proliferaron de
manera heterogénea.

A) Control (electrohilado de P3HB) HOESCH

Figura 2. Biocompatibilidad de células HaCaT con andamios de P3HB

Conclusiones. Con el P3HB recuperado mediante el
método etanol-acetona se logré generar un filamento con
las caracteristicas idoneas para el desarrollo de andamios
por impresién 3D. Estos permitieron el crecimiento
homogéneo de las células HaCaT, indicando el potencial
de su aplicacion en ingenieria tisular para el desarrollo de
un tejido funcional.
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BIORREACTOR ELECTRICO PARA SU APLICACION EN INGENIERIA DE TEJIDO CARDIACO.
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Palabras clave: biorreactores, ingenieria de tejidos, estimulacion eléctrica.

Introduccién. De acuerdo con la OMS, la enfermedad
isquémica del corazoén es la principal causa de muerte en
el mundo, responsable del 16 % del total de muertes a
nivel mundial [1]. La ingenieria de tejido cardiaco (ITC)
busca generar tejido cardiaco in vitro apto para reemplazar
o reparar dafios en el corazon tras un infarto al miocardio.
Para lo cual la ITC hace uso de una fuente celular, un
soporte o andamio y un sistema de cultivo: biorreactor. El
biorreactor permite proporcionar e imitar un ambiente
fisiolégico cardiaco donde el tejido estad expuesto a
tensiones mecénicas y corrientes eléctricas y cuenta con
un suministro constante de nutrientes y oxigeno. Los
estimulos eléctricos promueven la comunicacién
célulacélula y un mejor manejo del calcio [2] y la
circulacién del medio de cultivo permite aumentar la
transferencia masa en el constructo [3]. El objetivo de este
trabajo es construir y caracterizar un biorreactor eléctrico
para el crecimiento de cardiomiocitos en andamios de
alginato-quitosano (0.75- 1.25% p/v).

Metodologia. El biorreactor cuenta con un reservorio para
el medio de cultivo, mangueras para llevar el medio a la
camara de cultivo, una bomba peristaltica que controla el
flujo del medio y la camara de cultivo con 2 electrodos para
poder estimular el constructo. El estimulador eléctrico
disefiado basa su operacién en un microcontrolador que
permite ajustar el voltaje, la corriente, la frecuencia de
operacion y el ancho del pulso de estimulacion. Se calculd
el flujo de operacion del sistema de acuerdo al tamafio del
constructo, el esfuerzo cortante, el nUmero de Reynolds y
del Modulo de Thiele como indicadores de la transferencia
de masa. Se extrajeron cardiomiocitos de ratas neonatales
y se cultivaron en andamios de alginato-quitosano con
nanoparticulas de oro recubiertas de alginato (NpAu +
Alg). Se sembrdé 1.5 millones de células por andamio. Los
andamios se colocaron en placas de 96 pozos con 100 pl
de medio suplementado (M-199 + FBS al 10% + SH al 5%
+ 1% de penicilina/estreptomicina). Se revisaron las cajas
cada 24 h y se hizo cambio de medio, manteniendo los
cultivos por 3 dias. Posteriormente se pasaron al
biorreactor por 4 dias mas. Los constructos fueron
procesados mediante técnica histolégica estandar y fueron
teflidos con H-E.

De cada bloque se realizaron 10 cortes transversales de 3
um de espesor. Para medir el area celular (um2 ), se
seleccionaron 2 cortes por laminilla de los cuales se

BioTecnologia, Ao 2021, Vol. 25 No. 4

digitalizaron 3 zonas del campo de vision en cada uno con
un aumento general x100 para obtener 6 fotomicrografias
por constructo.

Resultados. El flujo de operacién del reactor se establecio
en funcién de la cantidad de células a sembrar. Se calcul6
un flujo de 0.105 ml/min que corresponde a un nimero de
Reynolds y mdédulo de Thiele de Re= 0.928 y =7,
respectivamente. Estos pardmetros indican que el régimen
predominante de transferencia de masa es la difusion y
que hay limitaciones de transferencia de masa interna en
el constructo. Por lo que se aumenté el flujo a 0.5ml/min
(Re= 4.4, ©-~7). Las células fueron estimuladas
eléctricamente con valores de voltaje y frecuencia
reportados en diversos trabajos de generacion de tejido
cardiaco 3V, 3Hz y 5V, 1 Hz [3]. Se generaron esferoides
de mayor tamafio al estimular los constructos con 5V y
1Hz, con células de mayor actividad y més funcionales que
los constructos obtenidos en cultivos estaticos y en
cultivos en el biorreactor estimulado con 3Vy 3 Hz.

Conclusiones. Fue posible construir y caracterizar un
biorreactor eléctrico para crecimiento de células cardiacas,
identificando las condiciones de operacion para garantizar
el adecuado paso de nutrientes al constructo. La
estimulacién eléctrica promueve y favorece el crecimiento
de células cardiacas en andamios de alginato-quitosano.

Agradecimiento. El proyecto fue financiado por la
Secretaria de Educacion, Ciencia, Tecnologia e
Innovacion (SECTEI) de la Ciudad de México.
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Palabras clave: Cultivo primario, Linfocitos T, quimicamente definido

Introduccién. Las células CAR-T son linfocitos T disefiados
guiméricamente para expresar un receptor quimérico que
se dirige a una proteina diana en el rol de antigeno
especifico, siendo una inmunoterapia dirigida que ha
logrado inducir remisiones moleculares en pacientes con
neoplasias hematoldgicas resistentes a la quimioterapia
(2). La terapia celular con CAR-T requiere de un elevado
namero de linfocitos T modificados por lo que el proceso
de aislamiento para establecer sistemas de cultivo in vitro
es crucial para la investigacion basica, diagnéstico clinico
y busqueda de posibles blancos terapéuticos. Objetivo.
Estandarizacion de un procedimiento normal de operacion
rapido, eficaz y seguro para aislamiento, cultivo y
expansion clonal de linfocitos T provenientes de sangre
periférica.

Metodologia. Se realiz6 la extraccién de sangre periférica
por puncion venosa de donadores sanos, a través de
consentimiento  informado, mediante el sistema
Vacutainer® con tubos de heparina sodica como
anticoagulante. A partir de este punto, se realizé una
comparativa entre tres métodos de aislamiento (Gradiente
de densidad (1), separaciéon magnética (2) y gradiente de
densidad mas separacibn magnética). Una vez
encontrado el método de aislamiento con mayor purezay
viabilidad. Se evalu6 el uso de un medio quimicamente
definido (Inmunocult) contra el medio convencional (RPMI
1640 con 10% de FBS). La caracterizacion fenotipica fue
mediante la técnica de citometria de flujo (CD3+y CD8+).

Gradiente de Ficoll Sep. Mag.

Gradiente de Ficoll + Sep Mag.

Fig. 1. Comparacion entre los métodos de aislamiento. Microfotografias a 40X
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Fig. 2. Caracterizacion Fenotipica de linfocitos T CD3+,CD8+

CINETICA DE CRECIMIENTO RPM CINETICA DE CRECIMIENTO I.C

Fig. 3. Cinéticas de crecimiento a 166h de cultivo con el uso de medio con
suero fetal bovino y medio quimicamente definido, con IL2 (20 U/mL) y
activacion clonal a las 24h.

Conclusiones. La viabilidad de los tres métodos de
aislamiento es mayor al 96% sin embargo mediante el
método por separacion magnética se obtiene una pureza
del 84% mientras que por gradiente de densidad mas
separacién magnética se obtiene un 75% y por gradiente
de densidad un 60%. La fase de crecimiento exponencial
de los cultivos celulares controles es de 0-48h en medio
Inmunocult y de 0- 96h en medio RPMI, por otro lado en
cultivo con 20U/mL de IL2 se observa una fase
exponencial de 96h-144h en medio Inmunocult y de 48-
96h en medio RPMI. Para la condicion de cultivo celular
con expansion clonal a las 48h, se observé un
comportamiento similar en los dos medios de cultivo
llegando a una concentracion final de 2.4x105 células por
mililitro en ambas condiciones.
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Introduccidn. Las células troncales embrionarias de ratén
(CTEr \linea celular E14Tg2a); son células pluripotentes,
gue puden especializarse a cualquier linaje celular de las
3 capas embrionarias por sefializaciones bioquimicas
definidas y parcialmente caracterizadas (1). Entre estas
sefializaciones se encuentra la actividad funcional de
antioxidantes, moléculas que inhiben o retardan
reacciones REDOX, evitando dafios intracelulares
provocados por radicales libres (2). Objetivo. Se evalué el
impacto de la adicion de a-tocoferol y Acido ascorbico (L-
AA) en medios de diferenciacién neural (NDiff 227 y RHB-
A) a partir de E14Tg2a como modelo de estudio.

Método. Las céluas E14Tg2a se mantuvieron en estado
de pluripotencia celular durante el proceso de expansion
(3). Diferenciacion Neural: Para los controles, se usaron
placas de cultivo (pretratadas con gelatina, laminina o
matrigel) de pozos de 3.8cm? con densidad celular de
1.5x10* célulasscm? y medio de mantenimiento (NDiff 6
RHB-A) durante 192 h de cultivo. Experimental: En las
placas pretratadas como el control, se le adicion6 a-
tocoferol y L-AA al medio de cultivo. Por
inmunofluorescencia se evalué la expresion de pBlll-
tubulina y la evidencia de nacleos por expresion de DAPI.

Resultados. A 192 hde cultivo de diferenciacion neural a
partir de células E14Tg2a en matriz de Laminina y Matrigel
puede apreciarse una mayor expresion de Blllitubulina Vs
la matriz de gelatina y el medio de diferenciacion NDiff.

Fig. 1. Efecto de pretratamiento en placas de cultivo, presentando las
composiciones armonicas de expresion Bl tubulina y Dapi. Diferenciacién en
medio NdiFF 227(D,H,L; matriz de gelatina, laminina y matrigel
respectivamente) Diferenciacién con medio RHB-A (P,T,X; matriz de gelatina,
laminina y matrigel respectivamente)

BioTecnologia, Ao 2021, Vol. 25 No. 4

[O——

Fig. 2. Evaluacion del uso de antioxidantes mediante la medicién de longitudes
de axones, A-D imagenes ejemplificativas de concentraciones, E) Conteo de
ndmero de axones por area (acido ascérbico 50uM, 100 uM y a-tocoferol 10

UM, 50 uM).

Fig. 3. Efecto del uso de antioxidantes en la neurogénesis de células E14Tg2a
en medio de cultivo RHB-A y matriz de laminina. A) Control B) Acido ascérbico
(50 uM) y C) alfa-tocoferol (50 uM).
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Fig.4. Andlisis estadistico del tamafio de axén y nimero de rosetas por cm?
debido al efecto de la exposicidon de antioxidantes.
Conclusiones. La adicién de alfa tocoferol y &cido
ascorbico durante el proceso de diferenciacién neural,
propicia un aumento en el niumero de rosetas neurales, asi

como la longitud de axones.
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