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Abstract

COMPARISON OF THE CULTURE OF FISH CELLS IN 2D AND GROWTH ON SCAFFOLDS OF
DURVILLAEA ANTARCTICA WITH FUTURE APPLICATION IN MEAT IN VITRO.

At present, foods of marine origin such as fish provide an important component in world diets,
especially in the contribution of proteins. Initially, the activities of capture fishing and aquaculture
are the conventional sources of protein of marine origin but considering the current scenery of these
sources on the depletion of resources by fishing, an alternative is used to cover the demand from
cell-based cultured meat, instead of raising animals. Methods to produce meat in vitro require the
isolation of muscle cells as well as innovations and studies on the construction of scaffolds to mimic
the biological and physical characteristics in vivo.

Therefore, this work presents an advance on the isolation of cells associated with the skeletal muscle
of zebrafish (Danio rerio) as a study model so that it can be taken to other fish of commercial interest
and be able to compare them with other cell lines; a salmon cell line (CHSE-214) and mouse
myoblast cell line (C2C12) in 2D. Obtaining comparative results between said cell sources such as
the viability index by means of a reduction assay with alamarBlue, which measures the reducing
power of cellular mitochondria against the alamarBlue® reagent. Based on the comparisons based
on the doubling time it is observed that the growth rates of C2C12 have a longer doubling time
compared to salmon cells and those of zebrafish, which is to be expected as it's mammalian lineage
with a metabolism greater, with a Td of 23.8h < 30.8h < 331.8h, respectively. This last time being
longer than the rest, which implies that the cells associated with the skeletal muscle of the primary
culture, instead of duplicating, are maintained in culture. Based on these results, the use of type of
culture for its evaluation in the growth of bioreactors containing the scaffolds is ruled out due to
the initial seeding requirement that must exceed 10 x 108 cells/ml.

Due to the low amount of cells obtained from the primary culture of Danio rerio, C2C12 was used
as a replacement for muscle associated cells to be used in Durvillaea antarctica (cochayuyo)
scaffolds belonging to LUYEF Biotechnologies as adhesion structures and be compared to CHSE-214
cells. Said scaffolds were coated with pig skin gelatin selected by preliminary tests with 2D assay of
alamarBlue, identifying the best types of matrixes to increase cell proliferation and adhesion. Even
though the coating with collagen | was optimal, the discarding of this option is based exclusively on
the economic technical analysis, considering the interests of the industry and of the consumers
themselves, because gelatin was chosen over collagen.

Although the growth in 2D vs 3D could be comparable, it was also possible to show that both C2C2
and CHSE-214 cell lines grow and adhere to the LUYEF scaffolds, which allows us to conclude that
there is a potencial for multispecificity since different cell types they were able to perfuse and grow
into these three-dimensional structures.



Resumen

COMPARACION DEL CULTIVO DE CELULAS DE PECES EN 2D Y CRECIMIENTO EN ANDAMIOS DE
DURVILLAEA ANTARCTICA CON FUTURA APLICACION EN CARNE /N VITRO.

En la actualidad, los alimentos de origen marino como pescados proporcionan un componente
importante dentro de las dietas mundiales, especialmente en el aporte de proteinas. Inicialmente
las actividades de pesca por captura y acuicultura son las fuentes convencionales de proteina de
origen marino, pero tomando en consideracion el panorama actual de dichas fuentes sobre el
agotamiento de los recursos por parte de la pesca es que se emplea una alternativa sobre cubrir la
demanda a partir de carne cultivada a base de células, en lugar de criar animales. Los métodos para
producir carne in vitro requieren del aislamiento de células musculares ademads de innovaciones y
estudios sobre la elaboracién de andamios para imitar las caracteristicas bioldgicas vy fisicas in vivo.

Por lo tanto, este trabajo presenta un avance sobre el aislamiento de células asociadas al musculo
esquelético del pez cebra (Danio rerio) como modelo de estudio para que pueda ser llevado a otros
peces de interés comercial y poder compararlas con otras lineas celulares; una linea celular de
salmoén (CHSE-214) y una linea celular de mioblastos de ratén (C2C12) en 2D. Obteniendo resultados
comparativos entre dichas fuentes celulares como el indice de viabilidad mediante ensayo de
reduccion con alamarBlue, que mide el poder reductor de las mitocondrias celulares frente al
reactivo de alamarBlue®. En base a las comparaciones basadas en el tiempo de duplicacién se
observa que las tasas de crecimiento de las C2C12 tienen un tiempo de duplicacién mayor respecto
a las células de salmén y que las de pez cebra, esperable al ser un linaje de mamifero con un
metabolismo mayor, con un Td de 23,8 h < 30,8 h < 331,8 h respectivamente. Siendo este ultimo
tiempo mayor al resto, lo que implica que las células asociadas al musculo esquelético del cultivo
primario, en vez de duplicarse se mantienen en cultivo. A partir de estos resultados, se descarta el
uso de este tipo de cultivo para su evaluacién en el crecimiento de biorreactores que contienen los
andamios debido al requerimiento de siembra inicial que debe superar los 10 x 10° células/ml.

Debido a la baja cantidad de células obtenidas del cultivo primario de Danio rerio es que se utilizaron
las C2C12 a modo de reemplazo de células asociadas al musculo para ser utilizadas en andamios de
Durvillaea antarctica (cochayuyo) pertenecientes a LUYEF Biotechnologies como estructuras de
adhesién y ser comparadas con las células CHSE-214. Dichos andamios fueron recubiertos con
gelatina de piel de cerdo seleccionado por ensayos preliminares con alamarBlue en 2D,
identificando los mejores tipos de matrices para aumentar la proliferacién y adherencia celular. A
pesar de que el recubrimiento con colageno | fue éptimo, el descarte de esta opcién se basa
exclusivamente en el analisis técnico econdmico, considerando los intereses de la industria y de los
propios consumidores es que se eligid la gelatina antes que el colageno.

Aungue el crecimiento en 2D vs 3D pudo ser comparable, también se logré evidenciar que ambas
lineas celulares C2C12 y CHSE-214 crecen y se adhieren a los andamios de LUYEF, lo que nos permite
concluir que existe un potencial de multiespecificidad dado que tipos celulares distintos pudieron
perfundir y crecer en estas estructuras tridimensionales.
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Introduccidon

1.1. Panorama de la Pesca y Acuicultura

Entre 1960y 1990, la captura por pesca fue la principal fuente de suministro de alimentos marinos.
Sin embargo, desde 1990 en adelante la produccion pesquera se ha ido estancando, ya que en los
ultimos afios el 60% de las poblaciones se pescan integramente mientras que mas del 34% sufre por
sobrepesca amenazando las poblaciones actuales de peces (FAO, 2020). Si bien la industria de la
acuicultura es una fuente adecuada para abastecer a la creciente poblaciéon de personas, esta
requiere de peces capturados en la naturaleza utilizados para la alimentacién en la acuicultura, ya
gue su dieta comprende harina de pescado derivado de peces silvestres, por lo tanto, incluso a
medida que aumenta la acuicultura, también lo hace la pesca por captura (Merino et al., 2012). Con
esta perspectiva de la industria acuicola y pesquera se han presentado desafios para alimentar a la
creciente poblacidn mundial de manera sostenible, abriendo una oportunidad a la carne de pescado
a base de células para transformar el panorama de la sostenibilidad, definido como Acuicultura

celular.

140
120

Food

Non-food uses

Population (billions) and food supply (kg/capita)

Food fish utilization (million metric tons)

40 r T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1950 1954 1958 1962 1966 1970 1974 1978 1982 1986 1990 1994 1998 2002 2006 2010 2014 2018

= POpulation === Per capita apparent consumption

Figura 1.1. Uso y consumo mundial de pescado como alimento. Fuente: (FAO, 2020).

Los alimentos de origen marino, como pescados y mariscos son valorados como fuentes ricas en
proteinas (Alexander et al., 2017). Donde mas de mil millones de personas dependen de productos
como el pescado como fuente de dicha proteina (Figura 1) (FAO, 2020). Como en la mayoria de los
peces el musculo esquelético constituye el 60% de la masa corporal, ya que esta musculatura estd
relacionada con la fisiologia de estos animales, permite los movimientos de natacidn y adaptacion
al medio acuatico, lo que representa la reserva principal de proteinas, comprendiendo la parte mas

valiosa del pescado: el filete (Johnston et al., 2001).

1.2. Produccidn de carne a base de células

La alternativa de la carne a base de células es una tecnologia emergente que presenta cualidades
similares y algunas diferencias al tipo de carne convencional (ver Tabla I) (llamaremos carne

convencional en este caso al filete proveniente del pescado tradicional) y que cuando se habla de

11



carne en base de células, se hace referencia a la “carne in vitro” la cual se basa en la produccidn de

tejido muscular comestible a partir de células musculares o desarrollada a partir de células madre

multi o totipotenciales, que trata de imitar la carne tradicional 3D usando técnicas de ingenieria de

tejidos en medios de cultivo especificos y bajo condiciones controladas (Zhang et al., 2019).

Criterio

Disefio de la Carne

Tiempo de produccién

Bienestar Animal

Disponibilidad de una

Carne Exdtica

Sostenibilidad

Ambiental

Tabla I: Ventajas de la Carne in vitro.

Carne in vitro

La carne in vitro puede verse influenciada
cambiando la composicién del medio de cultivo,
como los nutrientes para que sea saludable. Por
ejemplo; reemplazando las grasas dafiinas con
grasas saludables como el omega-3 previniendo
enfermedades cardiovasculares (Bhat & Bhat,

2011).

La produccion de la carne tarda solamente
semanas en cultivarse y cosecharse (Ghaydane et
al., 2018).

No implica la matanza de animales, ya que sélo se
necesita una muestra de células musculares del
animal donante (Cartin-Rojas & Ortiz, 2018).

Como la produccidn de carne in vitro sélo requiere
de células madre del animal deseado, se pueden
utilizar células de especies sobreexplotadas, en
peligro de extincion para producir carne exdtica
(Bhat et al., 2017).

La reduccién en el uso de terrenos para el cultivo
animal abre la perspectiva para reforestacion y

restauracion de especies (Ghaydane et al., 2018).

12

Carne convencional

El consumo de carne proveniente de animales
siempre es un riesgo debido a las

enfermedades animales. Incluso las
enfermedades relacionadas con la nutricion,
la gastroenteritis y la intoxicacidn alimentaria

(Ghaydane et al., 2018).

El ciclo de crianza de un animal comprende
afios para el caso de bovinos e incluso para
peces de produccion como lo es el salmdn
(Varela et al., 2021).

Los sistemas de produccidn intensivos de

carne estan involucrados en la
desensibilizacion debido al bienestar animal y
la matanza excesivamente brutal de millones
de animales destinados a la alimentacion

(Welin, 2013).

La carne de varios animales salvajes no esta
disponible para el consumo humano sobre
todo de especies que no estan distribuidas en
todo el mundo (Bhat et al., 2017).

El uso de tierras que se ocupan para la
produccion de carne corresponde a un 30% de
la superficie terrestre a nivel mundial, ademas
de producir el 18% de emisiones de gases de

efecto invernadero (Steinfeld et al., 2006).



1.3. Fuentes celulares

El uso de especies experimentales como lo es el pez cebra
(Danio rerio) que ha sido utilizado ampliamente en el
mundo cientifico como un modelo bioldgico (Figura 2);
esto debido a que el 82% de sus genes tienen una alta
identidad con el genoma humano y por tanto ha
permitido el estudio de enfermedades humanas, con el
objetivo de conocer mecanismos vy desarrollar
potenciales tratamientos (YourGenome, 2014), que
sumado a su alto grado de regeneracion lo hacen un
modelo atractivo. Otra ventaja de elegir el modelo de pez
cebra es la obtencion de muestras bioldgicas de
embriones y peces como fuente de células. El pez cebra
satisface bien esta necesidad, ya que la especie se cria en
laboratorios de todo el mundo (Kinth et al., 2013), esto
debido al pequefio tamafio del pez adulto (3cm X 2cm X
lcm); lo que garantiza el mantener numerosos
ejemplares en un reducido espacio, reduciendo costos y
el espacio de las instalaciones, ademas la reproduccion
del pez cebra es continua, una hembra puede producir
alrededor de 200 évulos en cada puesta y el éxito de la
fecundacion es alto ya que se fecundan cerca del 90% de

ovulos eclosionados (Vargas-Vargas, 2017).

Con todos estos antecedentes del pez cebra, su uso para
la investigacién en produccién in vitro, proporcionaria
resultados para otras especies comerciales, ya que si bien

es un pez que se cultiva ya sea por razones de

40,322

12,062

4,944 4,662 3,684
1,888 1,813
e
Zebrafish  Rainbow Atlantic  Platyfish or Medaka Killifish Channel
trout salmon Swordtail catfish

Figura 2: Pez cebra como el pez mas estudiado en
ciencias. Los resultados de busqueda dentro de la
base de datos de PubMed revelaron que Danio rerio
presentd 40.322 publicaciones, frente al recuento de
publicaciones de otras especies dulceacuicolas.
Fuente: Potter et al., 2020.

20
15.6%

13.7%

15

T1%

4.8%

g ChsgeinAra osbd i)
a
o]
|

o — f T T
Fotal Bovine Serum Fishmeal Extract  Shiftake Extract  Maitake Extract
INITIAL
TO FINAL

MEASUREMENTS IN mm*  (225-+290mm?) (212227mm’) (316=331mm’) (21224 5mm’)

Figura 3: Resultados experimentales de la sustitucion
del suero fetal de bovino. Fuente: (Benjaminson et
al., 2002).

investigacion u ornamentales, existen evidencias bibliograficas que respaldan la teoria de que es

posible obtener carne in vitro desde peces ornamentales. En el afio 2001 la NASA financid un estudio

sobre la utilizacién de explantes (Fragmento de un tejido extraido de un ser vivo para cultivarlo en

un medio artificial, RAE) del musculo esquelético del pez dorado (Carassius auratus) en medios de

crecimiento vegetales, cuyos resultados (figura 3) demostraron que el drea de los explantes (mm?)

cultivados en distintos extractos de hongos presentan diferencias significativas en comparacion con

el suero control (SBF) como control. El mayor crecimiento del drea cultivada en extracto de hongo

Maitake fue un 15.6% mayor respecto a otros extractos de hongos y respecto al control con SBF

(Benjaminson et al., 2002).
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Para el cultivo de la carne in vitro la fuente de células es vital en el éxito del cultivo, una de las
principales fuentes de interés deriva de células madre, con caracteristicas de multi o
totipotencialidad, se caracterizan por ser células indiferenciadas con capacidad de replicarse y bajo
ciertas condiciones controladas, pueden ser inducidas a diferenciarse en células de un linaje
especifico (Oyarzun E., 2005). Siendo las responsables de la cicatrizacidn cuando el tejido sufre algin

tipo de trauma (ya sea herida, quemadura, etc.) (Asakura, Komaki & Rudnicki, 2001).

Por otra parte, una fuente de células musculares adultas (CMA), pluripotentes posee la capacidad
intrinseca de dar lugar a células adultas del linaje del mismo tejido en el que se encuentren, donde
su funcién es conservar y restaurar dicho tejido, sugiriendo ser la mejor opcién para producir
mioblastos (Datar & Betti, 2010).

1.4. Cultivo de células musculares

Para consideracion de la técnica a utilizar se tiene que el cultivo celular es una herramienta in vitro
ampliamente utilizada donde se permite mantenery estudiar las células fuera del organismo (R. lan
Freshney, John Wiley & Sons, 2005). Los cultivos celulares pueden definirse como un sistema
formado por células provenientes de un drgano o un tejido siendo mantenidos en medios de cultivo.
Como objetivo de la técnica se tiene la finalidad de aumentar el nimero de células en condiciones
artificiales controladas, para posteriormente llegar a la diferenciacidn (Cartin-Rojas & Ortiz, 2018).
En cultivo podemos encontrar dos fases fundamentales los cuales consideran: la fase de
proliferacién y la fase de diferenciacidon. Para el caso de proliferacién hay que maximizar las
duplicaciones de las células, esto se puede lograr mediante la inclusidn de factores de crecimiento
adecuado en los medios de cultivos, mientras que la diferenciacidon se debe someter los miotubos
(células musculares diferenciadas) a estimulos eléctricos y/o mecénicos, con el fin de que produzcan

las proteinas que caracterizan al tejido muscular y asi obtener la consistencia del filete (Post, 2012).

Para los peces es recomendable utilizar cultivos celulares derivados especificamente de la especie
de interés, para ello es necesario establecer cultivos celulares primarios! de mioblastos
provenientes del musculo esquelético (células con capacidad de sintetizar filamentos finos poco
antes de su fusion con otros mioblastos) para dar lugar a la formacion de miotubos (Johnston et al.,
2011). Los cultivos primarios son aquellos preparados directamente del tejido de interés con las
mismas caracteristicas celulares, este procedimiento debe realizarse de manera répida ya que las
células primarias sélo pueden conservar sus caracteristicas originales durante un breve periodo de

tiempo antes que entren en apoptosis (Freshney, 2010).

1.4.1. Proceso Miogénico

La formacidn de las fibras musculares o miogénesis ocurre después de la formacién del embridn,
continla a lo largo de la vida del feto y se completa principalmente al nacer (Orzechowski, 2015),

ya que las fibras musculares son multinucleadas, siendo el resultado de la fusidn de mioblastos que
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no son multinucleados. Los cultivos de mioblastos de peces constan de los siguientes pasos para el
proceso miogénico, en donde principalmente se realiza el compromiso de las células precursoras, la
proliferacién y migracién de los mioblastos. Mientras que en el proceso de la tendencia a la
diferenciacidn participan la difusion de mioblastos en miotubos para su posterior maduracion en
fibras musculares (Johansen & Overturf, 2005; Almeida et al., 2010) (Ver Figura 4).

La miogénesis ocurre principalmente durante el desarrollo del embrién y el feto, sin embargo, se ha
descrito que este proceso también podria ocurrir en ejemplares adultos, a través del reclutamiento
de células miosatélites para la regeneraciéon muscular después de una lesién o como una adaptacién
a la carga de trabajo (Orzechowski, 2015). A medida que un organismo envejece, el potencial
regenerativo de la poblacion de miosatélites disminuye rapidamente, de ahi la preferencia por

cosechar células de miosatélites de animales recién nacidos (Datar & Betti, 2010).

Migracién y Diferenciacién Maduracién de las
fibras musculares

Fusion de miotubos

Compromiso de la célula
precursora miogénica

Proliferacion
de mioblastos

Figura 4: Proceso miogénico desde el compromiso de células precursoras miogénicas hasta su diferenciacion

en fibras musculares. Fuente: (Duran, 2019).

1.5. Lineas Celulares

1.5.1. CHSE-214

Las CHSE-214 corresponden a una linea celular a partir de tejido embrionario de salmén Chinook
(Onchorhynchus tshawytscha) que se inicié en 1964 (Fryer & Lannan, 1994). Desde entonces, ha sido
utilizada para estudios de diagndstico citopatoldgicos en referencia a su susceptibilidad a una amplia
gama de patégenos como virus y bacterias de peces, las que han permitido estudiar los mecanismos
de accién de dichos virus, como el virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV) (Levican et al.,
2017). A pesar de que es una linea celular de tejido embrionario, no se han identificado estudios
referentes a la diferenciacién celular para un determinado linaje, lo que hace interesante abordar

como desafio dentro de este trabajo.

1.5.2. C2C12

Las C2C12 son una linea celular de mioblastos de murinos (raton) derivada de células satélite (Yafel

& Saxel, 1977). Las cuales se usan como un modelo in vitro en la regeneracién muscular debido a su
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gran capacidad de pasar a una fase proliferativa a una diferenciada con los estimulos adecuados

(Kokabu et al.,

2017). Dado que existen antecedentes de su uso en el desarrollo de cultivos 3D

(Sanchez, 2022), el interés de este trabajo es usarlas como control de crecimiento para los

andamiajes tridimensionales.

1.6. Matriz Extracelular (ECM)

Las fibras musculares poseen una matriz extracelular
constituida por tejido conjuntivo denso compuesto por
moléculas de la ECM tales como fibrina, fibronectina,
laminina, coldgeno, proteoglicanos, entre otras de las
cuales interactian directamente con las fibras
musculares (Figura 5). Parte de la composicién molecular
de las capas de tejido lo compone una red de colageno

mecanicamente fuerte (Bomkamp et al., 2021).

La ECM se

constantemente. La degradacién de la ECM es necesaria

sintetiza, degrada y reorganiza
para la formacidn de miotubos y migracién celular, este
proceso es clave a la hora de realizar cultivo primario a
partir de un explante, ya que esta se regula en gran

medida por enzimas denominadas colagenasas, que

degradan las uniones de colageno, fibronectina, laminina,

y los proteoglicanos. Sin embargo, se ha evaluado el uso de
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Figura 5: Representacidn esquematica de la

composicidn de la matriz extracelular (ECM).

otras enzimas con este objetivo como por ejemplo dispasa, que se ha demostrado su utilidad para

la disociacion de tejido (Bomkamp et al., 2021).

La matriz extracelular que requieren las células de peces para sobrevivir y proliferar de manera in

vitro en las placas de cultivo, las cuales son placas especiales tratadas para favorecer la adhesién de

las células, generalmente contienen una superficie recubierta de poliestireno, que permite ser mas

hidréfilas que las placas no tratadas para el cultivo, favoreciendo la adhesién de las células

musculares y las cuales deberan estar recubiertas de laminina (Oestbye & Ytteborg, 2018) u otra

ECM.

Por lo tanto, para el éxito de la construccién de un tejido 3D se requiere inicialmente la formacion

de la matriz 3D de manera in vitro, por lo que, en esta propuesta, se analizan las potenciales

proteinas y estructuras disponibles, sugeridas con ventajas para este fin, que poseen antecedentes

de eficiencia a la hora de construir un tejido 3D.
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1.6.1. Coldgeno

El coldgeno es la principal proteina estructural en la EMC muscular. El colageno | y V son los
principales tipos en el musculo de pescado (Ramshaw et al., 1996). La membrana basal del musculo
se compone principalmente de una red de colageno tipo IV.

En los peces, el coldgeno muscular tiene baja estabilidad térmicay, por lo tanto, no puede mantener
su estructura durante las temperaturas altas (por ejemplo: la coccién). Por lo tanto, la textura de la
carne de pescado se atribuye principalmente a las fibras musculares (Listrat et al., 2016). Una
consecuencia importante de esta estabilidad térmica inferior es que en los peces el musculo se
vuelve escamoso cuando se cocina debido a la fusién de colageno. Los andamios para peces
cultivados necesitaran simular esta estabilidad térmica ya sea teniendo un punto de fusién mas bajo
o proporcionando un entorno propicio para obtener un colageno apropiado (Bomkamp et al., 2020).

Para la produccién de andamiajes basados en colageno, se puede obtener desde proveedores
comerciales tales como Thermofisher, Merck, entre otros. Sin embargo, la utilizacién de estas
fuentes de colageno encareceria la elaboracidn de un tejido 3D, debido a los altos costos de este
tipo de sustrato de ECM. Sugiriendo la existencia de otras fuentes naturales de esta proteina y
ademas de origen marino, ya que el colageno de organismos marinos es una opcidn atractiva por
ser muy abundante en residuos sélidos que genera la industria pesquera y es que la gran cantidad
de desechos que son generados consisten en partes no consumidas como piel, escamas, esqueleto,

cabeza, colas y aletas (Coppola et al., 2021).

1.6.2. Laminina

Las lamininas (LMs) son proteinas de la ECM que predominan en las membranas basales, cuya forma
estructural se asemeja a una forma de cruz (Durbeej, 2010). De hecho existen distintas isoformas
de LM dependiendo del tejido y lo que hacen las LMs es que se unen a los factores de crecimiento,
proteinas ampliamente utilizadas en ingenieria de tejidos debido a su capacidad para controlar los

procesos de diferenciacion de células madre (Dobre et al., 2021).

Los cultivos en placas petri revestidas de lamininatienen diferentes aplicaciones, existen
antecedentes de su uso para las células como el trasplante de mioblastos o el tratamiento con LM
optimizan la regeneracion muscular (Riederer et al., 2015), ya que incrementan significativamente
la adhesion, la proliferacién y la diferenciacion celular de diversos tipos de células, particularmente
neuronas, células epiteliales, miocitos y mioblastos (Kortesmaa et al., 2000). Para el cultivo de fibras
musculares existe evidencia que su uso mejora la adhesién ya que, en el tejido muscular esquelético,
las lamininas desempefian un papel estructural, interactuando con otras isoformas de lamininas,
uniendo las fibras musculares a otros componentes de la ECM, como coldgenos y proteoglicanos
y glicosaminoglicanos (Lund & Cornelison, 2013), por lo que su uso es sugerido para optimizar la

eficiencia de estructuracion de este linaje celular.
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1.7. Andamios

Se define como andamio tisular a un material poroso donde las células como mioblastos, que
necesitan de un anclaje, por lo que las células requieren de un andamio que debe tener Ia
microestructura y las propiedades fisicas adecuadas para permitir la unién y proliferacion celular
(Enrione et al., 2017), ademas de ser flexible (que permita la contraccion). Los materiales de este
tipo de andamios deben ser preferentemente naturales, inocuos (no téxicos), comestibles y de bajo

costo, pensando en su futura aplicacién en la industria alimentaria.

Los andamios para el cultivo celular y la ingenieria de tejidos se producen y ofertan en una variedad
de formas como se muestran en la Tabla Il, los mas sencillos son los microportadores, que suelen
utilizarse para la proliferaciéon celular a gran escala o las perlas hechas de coldgeno comestible como
sustrato, cuya eleccion se basa principalmente en maximizar el area de superficie, permitiendo
aumentar la difusién y la cantidad de nutrientes en el tejido, que se pueda cultivar al igual que el
resto de andamios (Edelman et al., 2005). Para la maduracién del tejido, la mayor parte de la
evidencia los clasifica como andamios porosos, hidrogeles o de fibra. Si bien tanto los andamios
porosos como los de fibra contienen espacios vacios a través de los cuales pueden circular los
medios, estos difieren en estructura, siendo los andamios porosos sugeridos por ofrecer una
estructura similar a una esponja y los andamios de fibra, una estructura constituida por fibras largas
y delgadas. Para el caso de los hidrogeles estos imitan la estructura de la EMC natural, lo cual es una
ventaja para la compatibilidad celular, de hecho, la composicidon puede resultar en base a colageno,

fibrina y/o matrigel (Bomkamp et al., 2021).

En cuanto a los aspectos fisicos del andamio; la rigidez del sustrato incide directamente sobre la
eficiencia de la proliferacién de células miosatélite y la maduracién de los miotubos, mientras que
la estimulacion mecdnica es importante para la alineacién de los mioblastos y la maduraciéon de los
miotubos. Si el material del andamio corresponde con alguno de los componentes de la ECM del
mismo linaje del tejido estos se sugieren, ya que son mas eficientes debido a su correlacidn con las

células de la especie y por ende le otorga los factores de crecimiento (Langelaan et al., 2010).

Tabla Il: Ventajas y limitaciones de los distintos tipos de andamiaje.

Tipo de Andamio Ventaja Limitaciones

Microportadores Resultan ser simples de producir, | El usar materiales no comestibles,
permiten una eficiente adherencia | requiere de un proceso de
celular (Bomkamp et al., 2021). disociacién de andamio-célula, lo
que probablemente aumente los
costos (Bomkamp et al., 2021).

Andamios Porosos La estructura de poros permite facilitarel | Su aplicabilidad se puede ver

transporte de oxigeno, nutrientes y | afectada en la porosidad, es decir,
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estabilidad
mecanica para que las células formen
tejidos (Zeltinger et al., 2001).

desechos. Proporcionan

que si los poros son pequefios no
permiten el transporte eficiente de
nutrientes y oxigeno para las células
(Zeltinger et al., 2001).

Andamios de Fibras

fibras

musculares, capaces de alinearse para

Apoyan la  adhesion de

promover la maduracién de dichas fibras
(MacQueen et al., 2019).

La ampliacidén y el escalado de este
tipo de andamios conllevan un alto
costo asociado (Bomkamp et al.,
2021).

Hidrogeles

Los hidrogeles hechos de mas de un tipo

de material (asociaciones) muestran
propiedades mejoradas en comparacion

con los andamios hechos de un solo

Los hidrogeles que son demasiado
inhibir la

proliferacion y migracion de las

rigidos pueden

células (Drury & Mooney, 2003).

material (Chang et al., 2013). Ejemplo: La
asociacién de fibrina y colageno hace
que la maduracidon tisular sea mas
adecuada en comparacion al colageno
solo (Beier et al., 2009).

En la actualidad existen diversos tipos de polimeros biocompatibles que podrian ser utilizados en
sustitucidn de los componentes naturales y que podrian optimizar el proceso biotecnolégico de la
construccion de tejido 3D, los que se destaca el uso de polimeros como alginato, quitosano y otras

proteinas de origen marino, inclusive el coldgeno de origen marino (Liu et al., 2022).

1.7.1. Alginato

El alginato es un polisacarido derivado de las algas pardas, puede también ser un material de
andamiaje prometedor. Se ha demostrado que los tubos derivados de alginato soportan una alta
densidad celular y las tasas de crecimiento de las células madre pluripotentes y para ser compatible

con los protocolos de diferenciacion (Bomkamp et al., 2021).

El desarrollo de compuestos hibridos o asociaciones de colageno y alginato se han visto en distintos
estudios ya sea para mejorar la cicatrizacién de heridas a partir de apdsitos de hidrogel, ya que
promueven la formacion de tejido de granulacién y aceleran la regeneracion epitelial (Feng et al.,
2020). Existen antecedentes que sugieren su exitoso uso en la bioimpresion de hidrogeles cargados
de células imprimibles en 3D a partir de mezclas de coldageno extraido de la piel de tiburén azul
(Prionace glauca) con alginato, obteniendo excelentes propiedades mecanicas y la supervivencia de
lineas celulares de fibroblastos de ratdn durante y después de la impresién, por lo que ayudo a la

proliferacién de fibroblastos debido a la presencia del colageno de tiburdn (Diogo et al., 2020).
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1.7.2. Durvillaea antarctica

D. antarctica o también conocida como “Cochayuyo”, es una macroalga parda comestible que se
encuentra en el hemisferio sur en la franja intermareal-submareal de las costas chilenas (Smith et
al., 1998). Su uso ha sido demostrado principalmente en el campo culinario y para la produccion de
extractos de alginatos (Mateluna et al., 2020).

Figura 6: Durvillaea antarctica durante la fabricacidon de andamios de LUYEF. a) Cochayuyo triturado. b)
proceso de descelularizacidn. c) Luego del proceso de neutralizacion (Sdnchez, 2022).

Finalmente, un pardmetro clave para el crecimiento celular es la seleccion y el desarrollo de medios

de cultivo para la mantencidn de las células (Baust, 2007).

1.7. Medios de Crecimiento

Los medios de cultivo celular corresponden a una mezcla de nutrientes y factores de crecimiento
que, junto con el entorno fisico pueden permitir llevar a cabo tanto el crecimiento como la divisién
de las células, tanto asi que los requerimientos nutricionales difieren en los distintos tipos de células,
ya que se utilizan diferentes aminoacidos y otros componentes (Baust et al., 2017) como el uso de
sueros animales, adicién de glucosa, sales inorganicas, entre otras.

Las variables por considerar para la preparacion de medios de cultivo de peces son: concentracion
de sales para equilibrar la osmolaridad, soluciones tamponadas para el mantenimiento del pH,
seleccidn de parametros fisicoquimicos como la temperatura y fundamentalmente una fuente de
carbono estable. Sin embargo, existen medios comerciales sugeridos que pueden ser utilizados
como el Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) y Leibowitz's 15 (L-15) medium (Fernandez
et al., 1993). Estos medios estan completamente definidos y son faciles de replicar, incluido el
contenido de sales inorganicas, aminodacidos y nutrientes bdsicos para el crecimiento del cultivo. Es
fundamental considerar la incorporacion de factores de crecimiento, segin antecedentes
bibliograficos y resultados preliminares sugieren el uso de suero fetal bovino (SBF) como un aditivo
comun en los medios de cultivo (Arora, 2013), que dependiendo del individuo y las células de interés
el porcentaje de SBF suele variar segun el linaje celular o tejido especifico, sin embargo, el uso de
este suplemento debe ser restringido a la etapa de replicacion o amplificacidn del cultivo, y durante
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la diferenciacién se sugiere el suero no fetal como el suero de caballo (HS) que induzca la

diferenciacion de las células (Ganassi et al., 2021).

Por ultimo, es fundamental la evaluacién de la adherencia de las células frente a los andamios como
se sugiere en el estudio de Feng et al. (2020), quien evallua este pardmetro a través de la medicién
de viabilidad celular en la superficie de los apdsitos hechos de coldgeno-alginato, cuya comparacion
sugiere que la mayor viabilidad de las células era relacionada con la mayor adherencia generada en
el hidrogel. Finalmente se sugiere que la definicién de la densidad celular es fundamental, y se
sugiere mejorar con el uso de los andamios de estructura porosa, lo que permitira definir la

eficiencia de produccién de un tejido 3D en este proyecto.

1.9. LUYEF Biotechnologies

Luyef es una empresa emergente de tecnologia alimentaria impulsada por la misién que desarrolla
la tecnologia parainterrumpir verdaderamente la industria de la carne al traer al mercado productos
ecoldgicos y libres de animales asequibles, de alta calidad y altamente sofisticados que realmente
puedan competir con la carne convencional (LUYEF, 2023). Dicha empresa se ha dedicado a financiar
el estudio de andamiajes y anadlisis de escalamiento del cultivo de células satelitales para la
produccién de carne cultivada (Sanchez, 2022). Durante este proyecto de investigacion, se realizd
una estancia en dependencias de la Universidad de Chile, pudiendo evaluar andamiajes
desarrollados por ellos de origen marino.
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| | 3 V4 t ]
Los andamios han demostrado ser estructuras adecuadas para el crecimiento en cultivos celulares

por poseer propiedades entre los cuales se destacan la adhesidn celular, proliferacién e inclusive
diferenciacién, por lo tanto, se espera que:

“La utilizaciéon de andamios naturales como D. antarctica en conjunto con proteinas de adhesion
permiten aumentar el crecimiento celular para elaborar un cultivo tridimensional con respecto a un

cultivo celular en 2D, a partir de fuentes celulares de peces.”
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Objetivo general

e Comparar el crecimiento celular de distintas fuentes celulares en 2D y posteriormente
en 3D con el uso de andamios hechos de Durvillaea antarctica de la empresa LUYEF
Biotechnologies.

Objetivos especificos

e Desarrollar un cultivo celular en 2D a partir del musculo esquelético del pez cebra
“Danio rerio”.

e Comparar la eficiencia de cultivo 2D de distintas fuentes celulares; cultivo primario,
linaje de células embrionarias de salmén (CHSE-214) respecto al cultivo de la linea
celular muscular de ratéon (C2C12).

e Evaluar el crecimiento de las lineas celulares en los andamios desarrollados a partir
de D. antarctica producidos por LUYEF Biotechnologies.
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Materiales y Métodos

3.1. Mantencién de peces cebra (Danio rerio)

Para la mantencidn y cuidado de peces cebra el Laboratorio de Toxicologia Acudtica de la Facultad
de Cs. Naturales y Oceanograficas, UdeC (LTxA) utiliza un sistema automatico de recirculacion de
agua (Figura 7). En este se agrega agua destilada en el sumidero inferior la cual pasa a través de
filtros de carbdn y se esteriliza con UV, para luego permitir que ingrese a los tanques donde se
encuentran los peces. El agua en los acuarios sigue circulando con la ayuda de una pequefia bomba
de agua en el tanque base. El sistema cuenta con 15 estanques con aproximadamente 15 L de
capacidad cada uno, los que son capaces de contener hasta 30 peces adultos.

Los ejemplares de pez cebra adultos de la cepa WT (Wild Type) de 12 meses a 24 meses de edad, se
mantuvieron en los acuarios a 28°C con un estabilizador de temperatura en cada estanque para
mantener la temperatura y con un fotoperiodo de 14 :10 horas de luz/oscuridad. Los peces fueron
alimentados con pellet Skretting GEMMA, dos veces al dia, junto con un monitoreo constante de
pH, temperatura, y conductividad del agua, de acuerdo con las normas de bienestar animal de la

UdeC y con el fin de prevenir patologias y mantener la salud en los tanques.

Bacterias

Estanques de vidrio
(15 lts)

Equipo de
(smosis inversa

Sumidera Inferior

Figura 7: Sistema de Recirculacion de Agua del laboratorio de Toxicologia acuatica.
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3.1.1. Eutanasia

Los peces fueron sacrificados segun los protocolos de bioética del LTxA, por lo cual se sugiere el
método por sobredosis de anestésicos como Tricaina o MS-222* (0,3 mg/ml) o Isoeugenol 50%
(0,026 ml/L) en conjunto con inmersiéon en hielo, dado que todos los peces pueden sufrir un choque
de temperatura cuando se colocan en agua fria, sobre todo las especies de aguas cdlidas como el
pez cebra (Danio rerio) (Davis et al., 2022).

*El metanosulfonato de tricaina es uno de los anestésicos aprobados por la FDA (Food and Drug

Administration) para anestesiar y sacrificar peces.

3.1.2. Desinfeccién / Esterilizacion

El cuerpo del pez previamente eutanasiado, es expuesto a una solucién de etanol al 70% durante
unos 30 segundos y posteriormente es transferido a una tabla de diseccion, con la ayuda de pinzas
y alfileres entomoldgicos, con un bisturi de hoja n°10, se eliminan las escamas para disminuir riesgos
por contaminacion microbiana. El cuerpo es transferido a una placa petri de 10mm que contiene
PBS mas antibidticos — (Penicilina/Estreptomicina) (ver receta n°3 del anexo) durante unos 30

segundos.

3.1.3. Diseccidn

El cuerpo del pez es transferido a la taba de diseccién. La diseccién mecdnica se realiza bajo lupa
con luz fria, se cortan todas las aletas y la cabeza como se observan en la figura 8, para luego abrir
con un bisturi el abdomen, lo que facilita la extraccién de los d6rganos y desgarrando

cuidadosamente la piel para exponer el musculo y facilitar su extraccion.

3.1.4. Disgregacion Enzimatica

La disgregacion enzimatica es una etapa clave del aislamiento celular y primera fase del desarrollo
del cultivo primario. Se realizé una digestion del tejido con el fin de liberar las células del musculo
esquelético progenitor. Dado que en literatura se sugieren diferentes protocolos y enzimas, en este
trabajo se realizé una comparacion de la eficiencia de digestion utilizando distintas enzimas para

optimizar el protocolo de aislamiento de (Alexander et al., 2011) y de (Ganassi et al., 2021).

* Colagenasa tipo | (Gibco™, nimero de catalogo: 17100017)
* Dispasa Il (Sigma-Aldrich, nUmero de catalogo: D4693)
¢ Tripsina (Gibco™, nimero de catalogo: 25200056)

El explante fue digerido con Colagenasa tipo | (debido que es uno de los principales tipos de

colageno en peces), la solucidén se incuba a temperatura ambiente durante unos 45 minutos,
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homogenizando mediante agitacién suave (figura 8.f y g). Pasado el tiempo de incubacidn, se
inactivan las enzimas mediante incubacién con medio completo con 10% SBF, y los desechos
residuales o “escombros” del tejido se separan mediante filtracion a través de un filtro de 70um vy

posteriormente este filtrado es nuevamente separado por un filtro de 40um.

Volumen recomendado = 1g de Tejido — 3,5ml de enzima
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Figura 8: Diseccion del musculo esquelético de pez cebra adulto. a) ejemplar de pez cebra adulto
representando el posicionamiento del alfiler (puntos naranjas) para anclar a la tabla de diseccidn. Las
lineas discontinuas rojas indican los cortes para extirpar. b) las flechas blancas indican el sentido que
debe pasar el bisturi para eliminar las escamas. c) Diagrama para realizar la incision ventral para la
evisceracion. d) el resto del cuerpo es lavado en PBS - P/E. e) porcidon muscular del filete de pescado. f)
el filete se incuba con solucion enzimatica para su disgregacion durante 45 minutos. g) esquema de

pipeteo para ayudar con la disgregacion mecanica.

3.1.5. Aislamiento

Posterior a la disgregacion y filtracidn, las células son aisladas por centrifugacion a 1000 x g durante
10 minutos a 9°C. Una vez centrifugada la muestra, el sobrenadante se aspira y el pellet se
resuspende en tampdn de lisis de gldbulos rojos (ver receta n°7 del anexo), incubandose durante 3
minutos a temperatura ambiente antes de su neutralizacion con medio L-15 completo (10% SBF).
Se realizd una segunda centrifugacidn a 1000 x g durante 10 minutos a 9°C, y el sobrenadante se
descarta por aspiracion y el pellet se resuspende en medio L-15 para ser sembrado en placas de

cultivo pre-recubiertas con matrices de adhesién.
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3.1.6. Mantencidn de los cultivos celulares de MSCz

Las células MSCz (Muscular Skeletal Cells zebrafish) se mantienen en placas que son incubadas en
camaras a una temperatura de 28°C (temperatura dptima para el pez cebra), resguardando la
humedad del ambiente y con un monitoreo periddico (diario) bajo microscopio invertido. El medio

se recambia cada 2 a 3 dias segun se estima conveniente.

3.2. Recubrimiento con matrices de adhesién en placas.

Las placas de cultivo son recubiertas con las proteinas de matriz extracelular comercial por 24 horas
o durante la noche dependiendo el tipo de recubrimiento a una temperatura de 27°C, posterior a lo
cual se retira el exceso y se lava con solucion salina (PBS 1X) antes de su uso.

Para el recubrimiento de las placas con Coldgeno | (Gibco™, A1048301) ver receta n°8
Para el recubrimiento de las placas con Laminina (Gibco™, 23017-015) ver receta n°9
Para el recubrimiento de las placas con Gelatina Tipo A (Sigma-Aldrich G1890) ver receta n°10

3.3. Mantencidn de Lineas celulares

3.3.1. Mantencion de CHSE-214

Las células CHSE-214 (ECACC 91041114) son mantenidas en medio L-15 suplementado con 2mM de
Glutamina, 10% de Suero Bovino Fetal (SBF) y 1% de antibidtico, con control de temperatura de
incubacién de 20°C. La rutina de subcultivo o pasaje se realiza en base a la confluencia de los cultivos
(~70 — 80%). Para placas de 96 pocillos se siembra a 10.000 células por cm utilizando 0.25% de
tripsina/EDTA, las células se desprenden después de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente.

3.3.2. Mantencidon de C2C12

La linea celular C2C12 (CRL-1772) son mantenidas en medio DMEM-F12 suplementado con 10% de
Suero Fetal Bovino (SFB) y 1% de antibiético. Los cultivos requieren una temperatura de incubacién
de 37°C, control de humedad e inyeccién de CO, (5%), de acuerdo con los requerimientos de las
células de mamiferos. Para la rutina de subcultivos, las células son disgregadas con 0.25% de

tripsina/EDTA en menos de 5 minutos a temperatura ambiente.
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3.4. Conteo celular

Se requiere la cuantificacién del nimero celular presentes en un cultivo (densidad celular). Para ello
la cuantificacion se realizé utilizando el método de exclusién de azul tripan (Kerschbaum et al.,
2021), un colorante vital que se introduce en el interior de las células que presentan ruptura o dafio
en su membrana plasmatica. Se resuspende un volumen de suspensién celular con uno igual de
disolucion de azul tripan p/v en relacién 1:1. Las células son contadas en un hemocitémetro (Figura
9.b).

a) b)

Células vivas excluidas Células permeadas muertas

Figura 9: Principio del método de azul de tripan. a) las células que se ven de color azul corresponden a
las células no viables. b) CAmara de Neubauer o hemocitémetro, es utilizada para el conteo de células

en donde los cuadrantes a contar son 5 como se muestran en la imagen.

Para el calculo de la densidad celular se usaron las siguientes ecuaciones

Células

L - Conteo promedio por cuadrante X factor de conversiéon X factor de diluciéon
) Células »

Células total en frasco = il X Volumen de la suspension

% Viabilidad Numero de células totales — Numero de células muertas 100
iabilidad = X
° Numero de células totales

Nota: Para ver calculo de ejemplo ver anexo.

28



3330303 :
&= 000000
OCOOO0
o
Bd an
i o =

Y I———— e |
\/

Figura 10: Diagrama del procedimiento de conteo celular. 1. Traspaso de células a placa multipocillo
como siembra inicial. 2. Centrifugacion 1000 rpm durante 5 minutos. 3. Adicion de azul tripan a la
suspensidn celular. 4. Conteo celular en Cdmara Neubauer. 5. Registro de datos.

3.5. Ensayo con alamarBlue®

El reactivo de alamarBlue”® es un kit de solucién lista para su uso a base de una solucién de resazurina
que funciona como indicador de salud celular para medir viabilidad (Invitrogen, DAL 1025), este
reactivo no es toxico para las células. Para la determinacidn de viabilidad y poder reductor de las
células frente al reactivo de alamarBlue se realizé una cuantificacidon en base a la determinacién de
la razén de célculo de dos longitudes de ondas; 570nm y 600nm. Esto con el fin de determinar el
porcentaje de reduccidn de alamarBlue. Ver preparacién del ensayo en receta.

Cred pocillo de prueba

%Reducido = - — X 100
Cox pocillo de control negativo

(€ 0x)A2 X AA1 — (€ 0x) A1 X AA2

WReducido = e T Az = (e redynz x arnt < 100
Donde;
€ ox = coeficiente de extincion molar forma oxidada
€ red = coeficiente de extincion molar forma reducida
A = Absorbancia de los pocillos de prueba
A’ = Absorbancia del pocillo control negativo (blanco)
Al =570nm
A2 = 600nm Nota: Para ver calculo de ejemplo ver anexo de la pagina 59.
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3.6. Cultivos celulares en andamios de LUYEF
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Figura 11: Diagrama de crecimiento de andamios en spinners. a) esquema de la composicién de los
medios de cultivo que se encuentran dentro de un b) Spinner con impeller de agitacién tipo iman.

Los andamios descelularizados de D. antarctica de LUYEF se recubrieron con una de las matrices
comerciales que mejor eficiencia de adhesién (actividad 3.2) se obtuvieron en el ensayo de

adherencia celular mediante alamarBlue en 2D.

La fase de adherencia inicial de las células en los andamios requiere de una siembra inicial mayor a
10 x 108 (células/ml) para un peso de 15g de andamios de Durvillaea antarctica dentro del spinner.
Junto con una intermitencia de 30rpm de agitacidon durante 5 minutos y 40 minutos de detencién lo
gue permite a las células adherirse las primeras 6 horas de incubacién. Pasado el tiempo se debe

dejar con una velocidad de agitacidon constante de 30rpm hasta la finalizacidn del experimento.

3.7. Obtencién de Imagenes y datos

Las observaciones y fotografias fueron adquiridas a partir de una estacién de imagenes de células
llamado FLoid™ Cell Imaging Station con una resolucién de imagenes asequible y facil de usar para
la deteccién y verificacidn rapida de muestras celulares (100um). Ademas, se utilizé el registro de
imagenes mediante el uso de camara digital de un movil portatil desde las observaciones de
microscopia invertida. Para la obtencion de imagenes de los andamios de D. antarctica estos fueron
tefidos con cristal violeta (Merck, 101408) con 20uL, los que se colocaron sobre un portaobjeto
para poder ser fotografiados a través del programa LAS EZ (Leica Application Suite) reconocida por

su precision optica.

Los datos de lecturas de absorbancia de los ensayos con alamarBlue fueron obtenidos con el lector

Omega (software versién: 5.50 R4).
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3.8. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizan en base a los experimentos del cultivo primario que se repitieron
al menos dos veces utilizando disgregaciones y ejemplares de peces en diferentes dias. Las
diferencias entre los grupos experimentales se consideraron significativos cuando p < 0.001.

Se analiza la normalidad y homocedasticidad de los datos que deben presentar para poder ser
llevados a un analisis estadistico. Para el ensayo de adhesidn en matrices con alamarBlue se utilizd
ANOVA con una prueba post-hoc de Bartlett’s. Tomando importancia con un valor p < 0.05 para las
pruebas paramétricas. Todos los datos estadisticos fueron analizados por el programa de GraphPad
Prism 8.0.1 (software GraphPad).
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Resultados y Discusién

4.1. Desarrollo de un cultivo primario de pez cebra en 2D.

4.1.1. Disgregacion enzimatica.

Para lograr una correcta disgregacion del tejido y obtencién de células musculares se determinaron

los tiempos de incubacion con distintas enzimas para liberar células individuales del explante.

v L

a)

Tiempo 0

15 minutos

30 minutos

45 minutos

€ = e e e e = - = e e e e e e e =

Figura 12: Digestion enzimatica del explante a través del tiempo de incubacién. a) Porcion muscular del
ejemplar diseccionado. b) post digestiéon enzimatica del explante, observandose las hilachas del tejido y

los restos del esqueleto, después de una exposicidn de 45 minutos.

Tabla lll: Densidades celulares promedio alcanzadas con las distintas enzimas en la digestion del tejido.

Enzimas ‘ Colagenasa Dispasa Colagenasa + Tripsina | Colagenasa + Dispasa

Densidad celular 0,343 x10° 0,415 x 10° 0,473 x 10° 1,102 x 10°
(células/mL)

Los resultados de experimentacidon de la figura 13 mostraron que la mezcla de enzimas de
Colagenasa Tipo | y Dispasa Il libera un mayor nimero de células (1,228 x 10° células/ml) por
digestion en comparacién con las enzimas individuales y las formulaciones evaluadas. Las
densidades celulares obtenidas se muestran en la tabla Ill. En base a estos resultados se puede
concluir que el uso de la mezcla de Colagenasa mas Dispasa a los 45 minutos concuerdan con lo que
sugiere Alexander et al., 2011 para la obtencion de células musculares, lo que determinaron que el
porcentaje de células disociadas era mayor respecto a las enzimas individuales.
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Figura 13: Impacto de las distintas enzimas frente a la viabilidad celular para el proceso de disgregacién
del tejido. *Significativamente diferente de las otras enzimas. p < 0.001.

4.1.2. Evaluacion de técnicas asépticas para mitigar el riesgo
de contaminantes en cultivos celulares.

La mantencién de un cultivo celular estéril juega un papel importante, debido que si se contamina
el cultivo, las células se contaminan y permite que otros agentes contaminantes como por ejemplo
bacterias puedan superar a las células deseadas y el pH del medio cambie a acido (Baust et al., 2017).
En la figura 14 se observaron diferentes tipos de contaminacion en los cultivos en las células
musculares de pez cebra.

Figura 14: Imagenes procedentes de FLoid de distintos tipos de contaminacion en un cultivo. a) Bacterias,
b) Levaduras, c) Eritrocitos (gldbulos rojos), d) Hongos, e) escamas, f) espinas.
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En el analisis de las causas de contaminacion se observa que las fuentes de contaminacién eran de
diferente naturaleza, microbiana como hongos y bacterias principalmente, siendo una de las fuentes
contaminantes mas frecuentes y problematicas debido a la dificil eliminacidn y porque afectan la
sobrevivencia del cultivo celular, por lo tanto, se probd el uso de antibidticos y antifingicos para
prevenir y disminuir el riesgo de este tipo de contaminacién. Obteniendo que la combinacion de
Penicilina/Estreptomicina, anfotericina B y gentamicina mejoro este riesgo en los cultivos.

La contaminacion cruzada con tejidos y estructuras propias del pez que son liberadas durante la
diseccién muscular, como presencia de escamas y espinas pertenecientes al pez cebra (figura 14ey
14f), fue abordado, (mejorando la técnica del operador) con la mejor estrategia para evitar este tipo
de contaminacién, sugiriendo utilizar hojas de bisturi de manera exclusiva para cada etapa de la
diseccidn, es asi como se define utilizar luego del proceso de descamacion, se debe, desechar la hoja
de bisturi y posteriormente utilizar una nueva hoja para la extracciéon de los érganos, para evitar
contaminacién con escamas en el cultivo de musculo esquelético. Para el caso de las espinas evitar
ocupar tejidos que no fueron disgregados enzimaticamente en los cultivos, porque suelen ser una
fuente de contaminacién microbiana.

Figura 15: Eritrocitos en cultivo primario. a) presencia de eritrocitos (flecha negra) en la primera filtracién
(70um). b) células musculares (circulo negro) post segunda filtracion (40pum) + tampédn de lisis de glébulos
rojos.

Para disminuir la contaminaciéon con otras células, como eritrocitos en el cultivo primario, se realizé
un proceso de filtracidn con dos tamafios de filtros, a través de un filtro de 70um y luego de un filtro
de 40um. Observandose gldobulos rojos aun en el primer filtro (figura 15a). Una vez terminado el
traspaso con el segundo filtro, la suspensidn celular se resuspende en tampdn de lisis de glébulos
rojos (receta n°7) durante un periodo de 3 a 5 minutos antes de su neutralizacion con medio,
obteniendo un cultivo libre de eritrocitos como se observa en la figura 15b. Dicha solucién
tamponada de lisis contiene cloruro de amonio (NH4Cl) que lisa los eritrocitos, lo que lo hace
citotoxico para dichas células (Li et al., 2017).

Para disminuir o prevenir la contaminacidn con levaduras en cultivo se realizaron varios lavados del
tejido con PBS, dejando un stock de prueba de todos los reactivos y medios que se encontraban en
uso como se observa en la figura 16, donde el reactivo contaminado con levadura fue el PBS 1X, el
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cual se utiliza constantemente para el lavado de células y dilucidn con otros reactivos, por lo que se
procede a eliminar y descartar dicho reactivo y también los cultivos.

Figura 16: Prueba para reactivos y medios utilizados en el cultivo primario de pez cebra. Presencia de
PBS contaminado con Levadura.

4.1.3. Adhesion celular en distintas matrices.

La evaluacién de eficiencia de recubrimiento con proteinas de adhesidn se realizé mediante el
ensayo de viabilidad celular con alamarBlue®, teniendo como control pocillos sin ningtn
recubrimiento de matriz pero que contenian células y medio celular L-15 de manera idéntica a los
pocillos recubiertos.
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Figura 17: Absorbancia (570nm) medida mediante alamarBlue®, de dos fuentes celulares de peces (MSCz
y CHSE-214) en distintas matrices de recubrimiento en placa. ****Significativamente diferente del
control. p < 0.001.
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Los resultados de esta evaluacidon son presentados como absorbancia, siendo este parametro
indicativo de viabilidad celular, es decir, a mayor absorbancia mayor viabilidad. Los resultados
indican que el recubrimiento en 2D para ambas fuentes celulares (células de pez cebra y linea celular
de salmoén) muestran resultados similares. Dado que el recubrimiento con laminina presenta una
densidad celular menor (menor absorbancia) a los demas recubrimientos analizados, pero sin
diferencias significativas respecto al control, alcanzando una absorbancia de 0.112 frente al control
de 0,117 para las células de pez cebra, resultado similar para el caso de las CHSE-214 con una
absorbancia de 0.121 respecto al control de 0.123. Esto difiere respecto a los resultados observados
en literatura para los cuales laminina se espera mejore la adhesién respecto a un pocillo no
recubierto, sin embargo, la fuente de origen de esta laminina es de ratdn lo que podria ser la razén
de este resultado al no ser de origen animal de pez.

Por otro lado, los mejores recubrimientos para aumentar la viabilidad celular y por ende la
proliferaciéon son las matrices de Coldgeno, seguida de Gelatina de piel de cerdo que aporta con
aminoacidos como glicina, prolina e hidroxiprolina (Hafidz et al., 2011) ademas de contar con
propiedades gelificantes y la asociacién de Coldgeno con Laminina, esto para las dos fuentes
celulares ya que la Laminina por si sola no represento una mejora versus el control. Estos resultados
se correlacionan con lo determinado por otros autores en los cuales para cultivo de musculo se
propone el uso de gelatina (Alexander et al., 2011; Enrione et al., 2017).

De estos resultados se puede sugerir la seleccién de Gelatina o Coldgeno para recubrir una
estructura tridimensional como los andamios de D. antarctica de LUYEF (Objetivo especifico n°3),
donde se observé mayor densidad celular (absorbancia) y diferencia significativa respecto al control.

Dia1l Dia3 Dia7

Control

Gelatina

Figura 18: Microfotografia de adherencia de las CHSE-214 en placa, con un control utilizando solo medio
y un recubrimiento de gelatina al 10% volumen del pocillo a través de 7 dias. Barra de escala: 100um.
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4.2. Crecimiento de células en 2D.

En la figura 19, se observan los cultivos en placa durante 4 dias (96 horas) de las tres fuentes
celulares con las cuales se trabajé. 48 horas después de la siembra las células C2C12 llegan a una
confluencia aproximada del 90% y a las 72 horas las células se encuentran en un 100% de
confluencia. Por otra parte, la linea celular CHSE-214 alcanza la confluencia del 100% pasado las 96
horas. Para el caso de las MSCz cuya siembra se realizé desde un explante.

MSCz CHSE-214 C2C12

Figura 19: Crecimiento de las distintas fuentes celulares a través del tiempo. Observacion bajo
microscopia invertida.
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4.2.1. Curva de Crecimiento en 2D.

A continuacidn, se procedid a evaluar el crecimiento celular de las 3 fuentes celulares utilizadas en
placas, con el fin de determinar tanto la curva como los parametros de crecimiento que se presentan
en la Figura 20 y la Tabla Ill respectivamente.
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Figura 20: Curvas de Crecimiento de las distintas fuentes celulares; MSCz, CHSE-214 y C2C12. Donde el
medio utilizado para las células MSCz y CHSE-214 es L-15 suplementado, mientras que para C2C12 el
medio utilizado es DMEM-F12 suplementado. para a) y b) la densidad celular de inoculaciéon fue de 0,038
x 108 (células/ml). c) la densidad celular de inoculacién fue de 0,06 x 108 (células/mL).

Tabla IV: Parametros de cultivo obtenidos para las distintas fuentes celulares.

Parametros MSCz CHSE-214 C2C12

Condicidn de cultivo | L-15 suplementado L-15 suplementado DMEM-F12
suplementado

Temperatura 27°C 20°C 37°C

Densidad maxima 0,46 x 10°(células/ml) 0,54 x 10°(células/ml) 2,9 x 108 (células/ml)

alcanzada

Tiempo de 331,8 (h) 30,8 (h) 23,8 (h)

duplicacion

Velocidad especifica 0,005(h%) 0,023(h) 0,029(h?)
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Figura 21: Comparacion del crecimiento de las células de peces; MSCz y CHSE-214 a través del tiempo.

Al comparar las curvas de la figura 21, se observa que existe un comportamiento bastante
significativo entre las distintas células, ya que la densidad celular alcanzada para ambas células fue
cercanaa0,5 x 10%(células/ml), y es que para las MSCz al pertenecer a un cultivo primario, las células
en vez de duplicarse como lo hace una linea celular, estas se mantienen en el tiempo debido a su
tiempo de duplicacién que es bastante mas largo que el de los otros tipos celulares (331,8 h > 30,8
h > 23,8 h). Desde ese punto, existe la detencidn del crecimiento del cultivo por la densidad celular
alcanzada, sin embargo, para el caso de la figura 20c, en las C2C12 se distingue un aumento
mantenido de la densidad celular como se espera por literatura. Al comparar las densidades
maximas alcanzadas, se observa que las C2C12 son bastante rapidas en crecimiento a tal punto que
en menos de un dia (24 h) ya se encuentra el doble de las células sembradas. La viabilidad celular
para las MSCz y CHSE-214 se mantiene por sobre el 80% mientras que la viabilidad celular de las

C2C12 se mantiene siempre por sobre el 90% y se llevd a cabo el cultivo en un tiempo de 4 dias (96
horas).
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4.2.2. Porcentaje de Reduccién de alamarBlue® en 2D.

alamarBlue® mide la proliferacién celular con mayor precisién cuando las células estan en fase de
crecimiento exponencial (Al-Nasiry et al., 2007). A medida que las células que se analizan crecen, la
actividad metabdlica innata da como resultado una reduccién quimica de alamarBlue por lo que el
porcentaje de reduccidn ird en aumento a medida que se reduzca el compuesto, esto lo podemos
observar en las gréaficas de la figura 22, las cuales se quizé comprobar que los cultivos en placas
pueden volver a medirse en una fecha posterior sin la necesidad de descartar el cultivo o eliminar
las células de los pocillos.

c2C12 CHSE-214
100+ 40 -
90
80 38
9 704 Q
O 60+ O 36+
2 50- 3
40+ W 344
= 304 =
20 32
10
0 T T T T 1 30 T T T T 1
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-o- Lecturadiaria -w Cultivo permanente -o- Lecturadiaria -= Cultivo permanente

Figura 22: Comparacion del porcentaje reducido de alamarBlue® mediante dos tipos de lecturas; lectura
diaria y lectura/cultivo permanente a través del tiempo, para dos tipos de células C2C12 y CHSE-214.
*Significativamente diferente. p < 0.001.

El porcentaje de reduccién de alamarBlue en ambas lineas celulares obtuvieron una tendencia
bastante similar para los dos tipos de lectura, es decir, para la lectura diaria descartable y la lectura
permanente del pocillo (células que se mantienen en el pocillo para una préxima medicién). Para el
caso de las C2C12 de la figura 22 el porcentaje reducido de la lectura permanente arrojo valores de
reduccion mds bajos a las 72 y 96 horas, esto puede deberse porque la densidad celular es
demasiado alta, la proliferacion celular disminuird, dando menos reduccidn del alamarBlue de lo
que se hubiera esperado. Y tiene sentido por el tiempo de duplicacién rapido y confluencia
alcanzada al tercer y cuarto dia, donde los pocillos llegan a su maxima densidad de cultivo.

Para el caso de porcentaje reducido de CHSE-214 esta linea celular crece mas lentamente respecto
a las C2C12 por ende el poder reductor de las células frente al reactivo es menor y no crecen como
lo hacen las C2C12 teniendo una densidad celular baja, con una tasa de crecimiento mas lenta
podria resultar una reduccién insignificante de alamarBlue, considerando que su porcentaje de
reduccidn se encuentra en el rango de 32 y 34,7%, no asi el rango de C2C12 que va entre 25,2 y
76,5% debido a su rdpido crecimiento celular. Suponiendo que el agente de alamarBlue no es tdxico
debido a su estabilidad con las células (Ahmed et al., 1994) se evidencia una baja a las 96 horas
como si indicara que a ese tiempo para estas células induzcan muerte celular.

40



Teniendo como resultado esperado;
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Figura 23: Comparacion del porcentaje reducido de alamarBlue® en las distintas fuentes celulares a
través del tiempo. *Significativamente distinto entre las fuentes celulares. P < 0.001.

La tasa de crecimiento menor de las CHSE-214 respecto a las otras fuentes celulares podria resultar
en una reduccion de alamarBlue relativamente baja o constante, y es lo que explica el porcentaje
reducido en las células CHSE-214 ya que, el porcentaje reducido alcanzado a las 96h fue de 37.2 %,
teniendo en consideracidon que se inocularon las placas con una densidad de siembra inicial de
10.000 células por pocillo, los datos estan dentro del rango (alamarBlue® U.S. Patent No. 5,501,959).
Al comparar el porcentaje de reduccién de las células de peces estas muestras diferencias
significativas al tercer dia de medicién alamarBlue®, ya que CHSE-214 solo se ha reducido 37,6%
mientras que MSCz se redujo en un 50% pero este ultimo disminuye a las 96 horas a un 47,3%. Luego
del cuarto dia todas las fuentes celulares tienen diferencias significativas y es que CHSE-214
mantiene sus valores por debajo de las otras células mientras que el crecimiento elevado de C2C12
al cuarto dia entrega un porcentaje reducido de alamarBlue de 76,5% indicando que la cantidad de
células en placa es mucho mayor que el resto.

Medir viabilidad celular con alamarBlue en vez del uso de MTT tiene sus razones y es que el ensayo
se basa en que las células viables reducen el compuesto de bromuro (MTT) por la enzima
mitocondrial que es succinato deshidrogenasa en un compuesto coloreado que es insoluble en
medios de cultivo, formando cristales en las células (sales de formazan) (Mosmann, 1983), por lo
que tiene que ser removido con DMSO antes de la medicidn de absorbancia. Esto puede generar un
aumento en la desviacidn estandar. Otra razén es que MTT mide principalmente Deshidrogenasa
(DH) mitocondrial, mientras que el ensayo con resazurina involucra mas enzimas mitocondriales,
volviéndolo una técnica mucho mas sensible que el MTT (Xu et al., 2015).
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4.3. Crecimiento en Adherencia en Andamios de D. antarctica

Como las células animales crecen adheridas, requieren de una superficie para poder adherirse,
proliferar y diferenciarse, por lo que la estructura del andamio le permite anclarse a la matriz
extracelular (ECM) con propiedades de elasticidad, porosidad y viscosa como lo es el andamio de
Durvillaea antarctica.

a) i, b)

od

Figura 24: Cultivo de C2C12 en andamios de Durvillaea antarctica en spinners. a) 24 horas de cultivo x10.
b) 48 horas de cultivo x10. c) 72 horas de cultivo x10. d) 96 horas de cultivo x10.

En la Figura 24, se observa el cultivo de C2C12 en andamios de D. antarctica, durante 4 dias. En las
primeras 24 horas de cultivo, se puede notar que ya hay presencia de células en los andamios de
alga, debido a su estructura porosa e irregular. Transcurridas 48 horas desde la inoculacién, se
observa que hay agrupaciones de células en los andamios, esto se puede deber a la agitacion
constante dentro del spinner, que permite a las células perfundir hacia el centro del andamio.
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Figura 25: Cultivo de CHSE-214 en andamios de Durvillaea antarctica en spinners. a) 24 horas de cultivo
x10. b) 48 horas de cultivo x10. ¢) 72 horas de cultivo x10. d) 96 horas de cultivo x10.

En la Figura 25, se observa el cultivo de CHSE-214 en andamios de D. antarctica durante 4 dias. En
las primeras 24 horas de cultivo, se puede presenciar la disponibilidad de células en el andamio,
aunque en menor cantidad que las células C2C12 debido a su tasa de crecimiento celular y tiempo
de duplicacién menor que C2C12. Entre las 72 a 96 horas después de la siembra, se observan
agrupaciones celulares, denotado por la concentracion celular en sectores especificos del andamio
de D. antarctica, lo que sugiere diferenciacién por contacto. Estos resultados concuerdan con lo que
indica (Zeltinger et al., 2001) de que un andamio debe generar estabilidad mecanica para generar
tejidos y de permitir la unidn y apoyar la proliferacién celular (Enrione et al., 2017).

El recubrimiento utilizado si bien fue la Gelatina Tipo A (Sigma-Aldrich G1890), también se pudo
haber ocupado Colageno | o la asociacidon de Colageno + Laminina, pero estos ultimos dos no se
llevaron a cabo debido a la hora de abaratar costos, ya que si se busca una eficiencia este debe tener
menos costos posibles y es que el precio de la Gelatina piel de cerdo se encuentra a 42.600 CLP* los
100g, en cambio el Coldgeno | de Gibco™ se encuentra en un valor aproximado de 251.528 CLP* los
20mL.

Sabiendo que el formato de la gelatina es en polvo este se puede diluir obteniendo mas de 20mL en
menor precio.

*precios actualizados desde pagina web www.sigmaaldrich.com y www.termofisher.com
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C2C12

CHSE-214

Figura 26: Microfotografia de los andamios de D. antarctica vistos mediante tincidn con cristal violeta a
través del tiempo en aumento 40X. Imagenes procedentes del programa LAS EZ. Flechas indican las
células CHSE-214 y sus agrupaciones.

4.3.1. Porcentaje de reduccion de alamarBlue® en 3D.
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Figura 27: Comparacién del porcentaje reducido de alamarBlue® de las dos lineas celulares (C2C12 y
CHSE-214), creciendo en los andamios de cochayuyo. Sin diferencias significativas entre ambas curvas

(S/N).

Pesé a que se inocularon 8,88 x 10° (células/mL) para el caso de las CHSE-214 y 15,68 x 10°
(células/mL) para las C2C12 en los spinners, el porcentaje de reduccion de alamarBlue de los
andamios son mas bajos que los cultivos en 2D, ya que, si comparamos los valores de la grafica de
la figura 28 con la de la figura 27 exceptuando las MSCz, el porcentaje de reduccién alcanzado a las
96 horas es de 76,5% en 2D mientras que en el 3D es de 47% para las C2C12. Mientras el mismo
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caso para las CHSE-214 con un porcentaje de reduccion de alamarBlue de 37,2% a las 96 horas en
cultivo 2D supera el porcentaje en cultivo 3D con un valor de 29%.

C2C12 CHSE-214
1004 50—

80- 40 o
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Figura 28: Comparacion del porcentaje reducido de alamarBlue®en 2Dy en cultivos 3D de las dos lineas
celulares (C2C12 y CHSE-214). C2C12 (S/N). CHSE-214 ***Sjgnificativamente diferente. p < 0,0001.

4.4. Proyecciones futuras

Pese a que no se logré llevar a cabo el cultivo de células asociadas al musculo esquelético de Danio
rerio en los andamios de D. antarctica, se logré mejorar la técnica de aislamiento del cultivo primario
y por ende se puede replicar dicho procedimiento en otras especies de interés comercial como lo
son aquellas que se encuentren en un estado sobreexplotado por la pesca por captura o que tengan
restricciones como la veda, siendo uno de los candidatos la merluza (comun, austal y/o de tres
aletas) o salménidos para el caso de la acuicultura. Tomando en consideracion que obtener un
cultivo celular estable que permita convertirse en una linea celular para su aplicacidn en carne in
vitro, requerird evaluar las condiciones nutricionales para las células, ya sea concentraciones de
suero, temperatura, consumo de glucosa, entre otros.

Para considerar un cultivo de células especificamente asociadas al musculo esquelético estds
deberian pasar por un ensayo de inmunoetiquetado, dado que la tincién con anticuerpos entrega
resultados de marcaje de las células objetivo, para este caso la a-actinina que corresponde a una
proteina de unidn a actina especialmente abundante en los sarcdmeros del musculos esquelético
(Gasilina & Randazzo, 2022), en cambio, los fibroblastos se identifican molecularmente mediante
marcadores inmunohistoquimicos como vimentina (Nakayama et al., 2022), por lo que realizar estos
andlisis de inmunoetquitado es fundamental para establecer un cultivo celular de células
musculares.

Ademads, compartir la idea de la empresa LUYEF con respecto a utilizar tecnologias libres de
animales, como lo son los requerimientos para la mantencion de células, es decir, la sustitucion de
suero bovino fetal proveniente de un origen animal a extractos vegetales como algas u hongos.
Inclusive poder utilizar recubrimientos de matrices a partir de la extraccién de un coldgeno marino
mediante los desechos como escamas, esqueletos que presentan las pesquerias o derechamente
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utilizar reactivos provenientes de los mismos origenes animales como una gelatina de pescado, en
vez de cerdo para las células de peces.

Conclusion

Con esta investigacidn se ha logrado desarrollar un protocolo mds robusto para la obtencién de
células musculares de ejemplares de pez cebra, ya sea viendo los tiempos de disgregacion
enzimatica obteniendo un tiempo de 45 minutos de incubacidon, mejor enzima a utilizar siendo la
combinacion de colagenasa | con Dispasa Il, mitigando posibles contaminantes en los cultivos, entre
otros.

Como el cultivo de células de pez cebra se mantenian en el tiempo en vez de duplicarse debido a un
tiempo de duplicacidon de 331,6 horas, esto imposibilitd la oportunidad de probar estas células en
los andamiajes, pero el reemplazo por las C2C12 hizo que se obtuvieran resultados bastante
prometedores sobre todo para el cultivo en los biorreactores, ya que si bien el tiempo medido fue
de cuatro dias (96 horas), se pudo seguir manteniendo el cultivo y quizas ver tendencia a la
diferenciacién con el pasar de los dias, incluso el crecimiento de las CHSE-214 hubiera aumentado
con un monitero de mas dias, ya que a diferencia de las C2C12 estas crecen mas lento en el tiempo.

Con el fin de evaluar el crecimiento celular en 2D vs el crecimiento celular en 3D se puede concluir
gue el crecimiento en los andamios recubiertos con proteina adhesién mostraron una tendencia
similar de crecimiento que en placa y algo muy importante es que la utilizacidn de andamios de
Durvillaea antarctica de LUYEF como parte de un cultivo en adherencia tridimensional por la
empresa mostraron “multiespecificidad”, al poder cultivar dos tipos celulares de distintas especies
en este caso de raton y salmoén; C2C12 y CHSE-214 respectivamente.

De esta manera, también se indica que es factible crecer células en andamios recubiertos con
gelatina o incluso con coldgeno, dado que fueron el tipo de matrices que mostré un incremento de
viabilidad en 2D y posteriormente poder diferenciarlos con cambios de medio suplementandolos
con suero adulto en vez de bovino fetal.

En cuanto a las graficas de los resultados por parte de las distintas mediciones con alamarBlue, se
pueden mejorar las distribuciones replicando los experimentos al menos 3 veces y aumentando el
numero de muestras (n) de 5 a 8, esto para mejorar la media y desviacidén estandar en la distribucidn
de los datos y por ultimo no es posible rechazar o afirmar la hipdtesis presentada dada las
diferencias en cuanto a condiciones de cultivo en 2D vs 3D, ya que la siembra en placa es distinta a
la inoculacion de los spinners. pero si bien se logré evidenciar la adherencia de ambas lineas
celulares en los andamios.
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Anexo

Con el fin de hacer que la ciencia sea replicable y colaborativa, el traspaso de informacién como
protocolos debe seguirse de manera correcta y prudente cuando hay acuerdos de confidencialidad.
Pero si tengo la oportunidad de compartir mis conocimientos y lo aprendido esta es la instancia.

Recetas

1. Etanol al 70%
A partir de alcohol etilico al 96% se prepara una solucién del 70% de alcohol y 30% de H,0 destilada.
2. PBS con/sin Ca**y Mg?*

Phosphate Buffered Saline o Tampdn fosfato salino se emplea como vehiculo neutro para las células,
ya que no modifica el perfil y funcionamiento celular. Es muy comun para lavar células.

a. Disolver en 800mL de H,0 destilada.
- 8.0gNadcl
- 0.2gKcl
- 1.44 g Na;HPO,
- 0.24 g KH,PO4

Para PBS con Ca**y Mg¥, complementar con:
- 0.133 g CaCl; x 2H,0
- 0.10 g MgClax 6H,0

b. Ajustar el pHa 7.4 con HCl.
Ajustar el volumen a 1L con H,0 destilada.
Esterilizar en autoclave.

3. PBS-P/E
Preparar una solucion de limpieza para tejidos de penicilina/estreptomicina al 10% vol/vol en PBS.

4, Medio L-15

El medio Leibowitz’s (L-15) permite el crecimiento de células y explantes primarios de tejidos
embrionarios y adultos.

a. Afadir en 1 litro de medio L-15.
- SBF10%
- 2mM Glutamina
- 0.8mM CaCl,
- 100pg/ml P/E (antibidtico)
b. Esterilizar mediante filtracion con una unidad de baja unién a proteinas.
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5. DMEM

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) se utiliza ampliamente como un medio basal para
fomentar el crecimiento de diferentes células.

a.

b.

Afadir en un litro de DMEM
- SBF 20%

- 1% P/E

- 10pg/ml Gentamicina

Esterilizar mediante filtracién con una unidad de baja unidn a proteinas.

6. Colagenasa Tipo |

Obtenida de la bacteria Clostridium histolyticum es Unica entre las proteasas por su capacidad de
degradar las fibrillas de colageno de triple hélice que se encuentran en los tejidos conectivos.

¢Como preparo la solucion madre a partir de colagenasa en polvo?

a.

7.

Agregar 1ml de HBSS (con calcio y magnesio) directamente a un vial de 1g de colagenasa.

- Utilizando suavemente vortex para asegurar la disolucién completa.

- Transferir a un tubo limpio.

Determinar el volumen de HBSS necesario para llevar la solucién a 100 U/uL (1000X solucidon

madre)

- Suponiendo que el lote tiene una actividad especifica de 215 U/mg, este lote tendra
215.000 U/ml cuando se reconstituya la colagenasa en HBSS a 1g/ml.

- Para diluir 215.000 U/ml a 100.000 U/ml, se debe diluir 2,15 veces la solucion
enzimatica de 1g/ml.

- Enjuagar el vial con ese volumen (1,15ml) de HBSS y combinar.

Esterilizar por filtracion la solucién madre con una unidad de filtracidon de baja unién

a proteinas (0,22um).

Dispensar en alicuotas y almacenar a -20°C protegido de la luz.

Descongele en hielo antes de usar. Evitando multiples ciclos de congelacion y

descongelacion.

RBC lysis buffer

El Red Blood Cell Lysis Buffer o Tampon de lisis de gldbulos rojos es recomendable para minimizar

la presencia de eritrocitos en el cultivo primario de células musculares.

a.

Disolver en 800mL de H,0 destilada.

- 0.15 M NH4CI

- 1mM NaHCO;

- 0.1mMEDTA

Ajustar a pH 7.2 — 7.4 con 1M HCI

Esterilizar por filtracidn con una unidad de baja unién a proteinas.
Almacenar a una temperatura entre 2 a 8°C.
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8. Colageno |

El colageno es la principal proteina estructural en la matriz extracelular muscular. Siendo el colageno
tipo | y V los principales tipos en el musculo de pescado.

a.

Colocar el coldgeno |, con PBS 10X, agua destilada y NaOH 1N estéril en hielo.

b. Para determinar la concentracién y el volumen final de coldgeno necesario para la

experimentacion se requiere el siguiente célculo:

(Conc.final de colageno) x Vt

(V1) Volumen de coldgeno necesario = —— -
Conc.inicial de colageno

Vt = Volumen total de gel de coldgeno deseado

C.

o o

—h

(Vo) =

Para determinar la cantidad de reactivos necesarios para que el colageno sea a la
concentracién deseada con normal osmolalidad y pH neutro se requiere lo siguiente:

(V2) Volumen de PBS 10x = ‘1/—;

(V3) Volumen de 1N NaOH = V1 x 0.025
(Va) Volumen de Agua destilada =Vt — (V1 + V2 +V3)

Mezclar el H,O destilada, 1N NaOH y PBS 10x en un tubo estéril.

Agregar lentamente el colageno en el tubo y pipetear suavemente.

La mezcla resultante debe alcanzar un pH de 6.5 a 7.5 (6ptimo=7.0)

Dispensar el colageno en las placas deseadas inmediatamente y guardarlos en hielo. jPuede
ocurrir gelificacidon a temperatura ambiente!

Incubar a 37°C en una incubadora humidificada durante 30 — 40 minutos o hasta que se
forme un gel firme.

Enjuague el gel con PBS 1x estéril o medio de cultivo celular antes de sembrar las células.

2.4ml

= 0.24ml de PBS 10x

(V3) = 0.8ml x 0.025 = 0.02ml de 1N NaOH

(Va) = 2.4ml — (0.8 + 0.24 + 0.02)ml = 1.34ml de H20 destilada
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Tabla V: Volumenes de recubrimiento por placa.

Placa de Cultivo (Superficie) Recubrimiento delgado Recubrimiento grueso
6 pocillos (10cm?) 0.5ml 2ml
12 pocillos (4cm?) 0.2ml 0.8ml
24 pocillos (2cm?) 0.1ml 0.4ml
35-mm (10cm?) 0.5ml 2ml
60-mm (20cm?) iml 4ml
100-mm (60cm?) 3ml 12ml

Laminina (Gibco™, nimero de catélogo: 23017-015)

Descongele el vial de laminina lentamente entre 2 y 8°C, mezclar por trituracidon suave y
preparar alicuotas en tubos de polipropileno. {Se puede gelificar si se descongela muy
rapidamente a temperatura ambiente!

5

Almacenar alicuotas a -20°C.

Para recubrir los pocillos de una placa de 6; se debe agregar una alicuota de 300uL de

laminina en un tubo cénico de 15ml que contenga 12ml de PBS que contenga calcio y

magnesio.

- Resuspendiendo suavemente mediante pipeteo la dilucién de laminina hacia arriba y
hacia abajo. (Dilucién 1:40, concentracién 2.5 pg/ml)

Agregar 2ml de la solucion de laminina diluida a cada pocillo de la placa (12ml total).
- Cuando se utiliza para recubrir una placa de 6 pocillos a 2ml/pocillo, la concentracién
de recubrimiento final serd de 0.5 pg/cm?.

Incubar las placas a 37°C, con 5% de inyeccién de CO; durante 2 horas para un eficiente
revestimiento.

Nota: Alternativamente la placa se puede recubrir a una temperatura de 2 a 8°C durante la
noche. No permita que el recipiente de cultivo se seque. Antes del uso, precalentar la placa de
cultivo a temperatura ambiente.

Aspire la solucion de laminina y deséchela. No es necesario enjuagar el pocillo después de
retirar la laminina. Las células se pueden pasar directamente al recipiente de cultivo.
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10.

Gelatina Tipo A (Sigma-Aldrich G1890)

La gelatina es una mezcla heterogénea de proteinas hidrosolubles de elevado peso molecular,
presentes en el coldgeno, componiéndose principalmente de glicina, prolina e hidroxiprolina. El Tipo
A se deriva de la digestion acida del tejido.

a.

hD a0

11.

Pesar 160mg para 2mL de tinta.

Pesar 800mg para 10mL de tinta.

Hidratar con PBS

- Incorporando 2 o 10mL al polvo.
Homogeneizar en un bano termorregulado a 37°C.
Cargar en un tubo de 15mL.

Centrifugar a 4000rpm durante 2:30 minutos.
Cargar la jeringa con la ayuda de una espatula.

Ensayo de alamarBlue

Cosechar las células cuando estén en la fase logaritmica de crecimiento y hacer conteo
celular cuando sean confluentes.

Sembrar las células en una placa de 24 pocillos a una densidad celular de 4x10* células por
pocillo de modo que alcance una confluencia del 70-80% después de un par de dias.
Mantenga la placa sembrada en una incubadora a la temperatura éptima de las células, para
facilitar el crecimiento y adherencia de las células a las superficies que tiene la placa.
Agregar alamarBlue asépticamente en una cantidad igual al 10% volumen del pocillo (~40pL)
Incubar durante 2-4 horas.

Realizar la medicidn;

- Absorbancia a 570nm (referencia = 600nm)

- Excitacidon / Emisién = 560 /590nm

Nota: Los medios completos sin células, incluido alamarBlue, deben considerarse en blanco.
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Resumen del proceso de obtencion de células del cultivo primario.

* Sacrificado por sobredosis de anestésico en inmersién con hielo. Esterilizacion del
cuerpo que incluye lavado con EtOH 70% y mezcla de PBS-antibidtico(10%)

* Diseccion del pescado, desescamado, sin aletas, decapitado, sin visceras y piel.

+El tejido se lavo dos veces con la mezcla de PBS-P/E antes de digerirlo con colagenasa
durante 45 minutos,

*Suspension celular filtrada a través de filtros de nailon de 40 y 70 um.

* Suspension celular centrifugada y sedimento lavado con PBS estéril

Las células se contaron y se sembraron a la densidad requerida en medios de crecimiento
en una placa de seis pocillos recubierta previamente con proteinas de adhesion.

€€€CLLL

PR

Todos los pasos de aqui en
adelante se realizaron en
campana de flujo laminar.

Figura 29: Diagrama de flujo del aislamiento de células asociadas al musculo esquelético de Danio rerio

adulto.

Anexo del Conteo Celular

Figura 30: Cuadrante del hemocitémetro utilizado para recuento de células. Células viables se muestran

con flechas negras dentro de los cuadrantes. Células no viables se muestran en circulo tefiidas de azul.

Ejemplo de cdlculo:

Células
——— =27,7x10* x 2 = 554.000
mlL
i células
Células total en frasco = 554.000 X 6ml = 3.324.000




L 277 — 31
% Viabilidad = 577 X 100 = 88,8%

Datos para el calculo de Porcentaje de Reduccion

Tabla VI: Coeficientes de extincién molar para alamarBlue.

Longitudes (A) € red € ox
570 nm 155,677 80,586
600 nm 14,652 117,216

Ejemplo de célculo:

v Roducide - (L17216) X (0.389) — (80586) x (0394)
oReAUCLAO = "155,677) x (0,385) — (14,652) x (0,35)

(45,597) — (31,751)

%Reducido = X
Reductdo = o~ (5.128)
_ (13,846)
%Reducido = m X 100 = 25%

Con el fin de que los datos puedan ser analizados de manera estadistica la figura 30 presenta un
ejemplo de los datos para ser llevados a un ANOVA.

Normalidad Homocedasticidad
80000 -
e CHSE-214
m MSCz = 60000+ .
400000 =]
i)
& 40000
£ [ ]
] ° °
200000 < 20000 *
w o
. . % oo
P D S ®
o 0 200000 400000 600000
0 200000 400000 Previsto

Figura 31: Normalidad y Homocedasticidad de los datos de la curva de crecimiento de las células de
peces.
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"Debemos escapar de lo absurdo que es criar un animal entero para comer sélo
una porcion de su biomasa, y sustituirlo por el crecimiento de estas partes por

separado en un medio adecuado.”

-Winston Churchill, 1931-
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