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RESUMEN

Antecedentes: El suero fetal bovino (SFB), es el suplemento més utilizado para el
cultivo celular, ya que su compleja composicion aporta los nutrientes necesarios
para el crecimiento de la mayoria de las células. Es un subproducto de la industria
carnica, y su disponibilidad y produccion depende principalmente de dos factores
externos no controlables, las condiciones climaticas y cambios en el consumo de la
res. Actualmente, el uso creciente de SFB en cultivo celular para la investigacion, el
diagndstico y la fabricacion farmacéutica, lo ha llevado a ser un negocio global que
cotiza grandes valores monetarios en el mercado, lo que ha provocado que en
ciertas ocasiones el suero fetal bovino no sea de la calidad adecuada. Las
caracteristicas que debe presentar un SFB para su uso en cultivo celular, estan
estrictamente establecidas por la International Serum Industry Association (ISIA).
Por lo que, el presente trabajo pretende realizar la caracterizacion de un SFB

obtenido de la industria carnica para su uso en el cultivo celular.

Resultados: En las pruebas de presencia o ausencia de contaminantes biologicos
se obtuvieron resultados negativos. Las pruebas de caracterizacion del suero
presentaron diferencias significativas entre el suero obtenido de la industria carnica
y el suero comercial control. Finalmente, en las pruebas de viabilidad no se observé
ninguna complicacion para el crecimiento celular pese a las diferencias

mencionadas en la caracterizacion de los sueros.

Conclusiones: De acuerdo con los resultados, se puede concluir que el suero
obtenido de la industria carnica no mostré diferencias significativas en los aspectos
de manutencién y proliferacion celular en comparacion con el suero comercial. Si
no se tiene a disposicion SFB, el plasma podria utilizarse en casos de emergencia

como sustituto para mantener ciertos cultivos celulares.

Palabras clave: Suero fetal bovino, caracterizacion, suplemento, cultivo

celular, estéril, International Serum Industry Association.




ABSTRACT

Background: Fetal bovine serum (FBS) is the most widely used supplement for cell
culture since its complex composition provides the necessary nutrients for the growth
of most cells. It is a by-product of the meat industry, and its availability and production
depend mainly on two uncontrollable external factors, climatic conditions, and
changes in beef consumption. Currently, the increasing use of SFB in cell culture for
research, diagnosis, and pharmaceutical manufacturing, has led it to be a global
business that trades large monetary values in the market, which has caused that on
certain occasions fetal bovine serum is not of adequate quality. The characteristics
that an SFB must present for its use in cell culture are strictly established by the
International Serum Industry Association (ISIA). Therefore, the present work aims to

characterize an SFB obtained from the meat industry for use in cell culture.

Results: In the tests for the presence or absence of biological contaminants,
negative results were obtained. The serum characterization tests showed significant
differences between the serum obtained from the meat industry and the commercial
control serum. Finally, in the viability tests, no complication for cell growth was

observed despite the differences mentioned in the characterization of the sera.

Conclusions: According to the results, it can be concluded that the serum obtained
from the meat industry did not show significant differences in the aspects of cell
maintenance and proliferation compared to the commercial serum. If FBS is not
available, plasma could be used in emergencies as a substitute for maintaining

certain cell cultures.

Keywords: Fetal bovine serum, characterization, supplement, cell culture,

sterile, International Serum Industry Association.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo celular fue desarrollado por primera vez a principios del siglo XX como una
metodologia para estudiar el comportamiento de las células animales in vitro (1,2) .
Los cultivos celulares también son definidos como sistemas conformados por
células provenientes de 6rganos o tejidos, que pueden ser normales o tumorales,
que, si mantiene ciertas caracteristicas como la composicion quimica, las
condiciones de temperatura, el pH, la aireacion y la humedad, se puede asegurar
su supervivencia y proliferacion de las células fuera del huésped (1).

El cultivo celular in vitro puede realizarse mediante diversas estrategias, de entre
las cuales destacan el método del explante y el método de disgregacion por técnicas
enzimaticas o mecanicas. El primero consiste en la inoculacion y mantenimiento de
pequefios fragmentos no disgregados de tejido vivo y el segundo implica la
disociacion de fragmentos de tejido en células individuales mediante el uso de
enzimas proteoliticas para la destruccion de la matriz extracelular (el soporte o
andamio natural de las células en el tejido) y los enlaces intercelulares (3).

Las ventajas que se pueden encontrar con el uso de tejidos son: la facil
manipulacion en condiciones controladas, una alternativa para evitar el uso de
animales, trabajar a pequefia/mediana/gran escala y, ademas, las células pueden
durar congeladas por largos periodos de tiempo con una minima pérdida de
viabilidad, por lo que es sencillo conservarlas y resguardarlas. Si se deseara trabajar
con una linea celular en especial, se puede obtener de los bancos internacionales

existentes (4).

Pero, ¢cuales son los componentes que conforman un cultivo celular? En la
siguiente tabla, Castro M.M. y Herrero Martinez 2014 nos muestran cuales son esos

componentes.




Aminodcidos | Vitaminas Sales Otros Proteinas regueridas
compuestos en los medios
definidos libres de
suero
Arginina Biotina NaCl Glucosa Insulina
Cisteina Colina KCI Penicilina Transferrina
Glutamina Folato MNaH;PO; | Estreptomicina | Factores de
Histidina Nicotinamida | NaHCO; | Anfotericina crecimiento
Isoleucina Pantotenato | CaCl. Rojo fenol especificos
Leucina Piridoxal MgCl; Suero fetal
Lisina Tiamina bovino
Metionina Riboflavina
Fenilalanina
Treonina
Triptofano
Tirosina
Valina

Tabla 1. Composicion de medios de cultivo para células de mamifero. Tabla tomada de Castro M.M. y Herrero
Martinez E. Desarrollo de las Técnicas de Cultivos Celulares. Esc gestion Sanit [Internet]. 2014;0-71.
Como se puede observar en la tabla, uno de los suplementos mas utilizados para el
cultivo celular es el suero fetal bovino (SFB). Este es fuente de aminoécidos,
proteinas, vitaminas (particularmente vitaminas liposolubles como A, D, E, y K),
carbohidratos, lipidos, hormonas, factores de crecimiento, minerales vy
oligoelementos. Ademas, el suero amortigua el medio de cultivo, inactiva las
enzimas proteoliticas, aumenta la viscosidad media y condiciona la superficie de

crecimiento del recipiente de cultivo (5) .

El SFB es un subproducto de la industria de la carne de res. Su produccion depende
de una serie de factores externos no controlables, como las condiciones climaticas

0 cambios en el consumo de la res (6).

Actualmente, el uso creciente de SFB en cultivo celular para la investigacion, el
diagnéstico y la fabricacion farmacéutica, lo ha llevado a ser un negocio global que
cotiza grandes valores en el mercado. Aungue, los volimenes exactos de la
produccion global de SFB y su disponibilidad, asi, como la demanda mundial ain
se desconocen, se ha visto, que en ocasiones los sueros no cumplen con las
expectativas de esterilidad que piden los clientes, por lo que conseguir sueros de

alta fidelidad sigue siendo costoso (7).




En 1994, se report6 una venta aproximada 30,000 L de suero proveniente de Nueva
Zelanda en todo el mundo, aunque en realidad la cantidad recolectada solo fue de
15,000 L (8). Una investigacion de FDA en EE. UU. Mostré que 143 lotes de SFB
(280,000 L) se vieron afectados por casos de fraude a nivel global. Como resultado
muy visible de esta agitacion en el mercado del suero, los precios de SFB se
dispararon en 2015 desde aproximadamente € 80 por 500 ml hasta € 1,200 por 500
ml (7,9-11).

Por lo anterior dicho, es que se pretende buscar la manera de obtener un SFB
“funcional” propio, que, para llevarlo a cabo, se buscaron algunos procesos de
esterilizacion del SFB y pruebas de caracterizacion, ya que para que se apruebe un
SFB para el uso en cultivo celular, el suero tiene que pasar por diferentes pruebas
de seguridad. Este proyecto evaluard como primera etapa, algunas de las pruebas
solicitadas por la International Serum Industry Association (ISIA, por sus siglas en
inglés), y los resultados obtenidos se compararan con los valores de los sueros

comerciales también establecidos por la ISIA.

JUSTIFICACION

En la actualidad, el uso del cultivo celular se ha disparado exponencialmente. Esto
es gracias a que el cultivo celular permite observar el comportamiento de diferentes

tejidos en forma in vitro fuera del organismo (2).

Uno de los componentes principales para el cultivo celular, es el suero fetal bovino
(SFB), el cual es uno de los productos biol6gicos méas utilizados para la
suplementacién, ya que aporta factores de crecimiento, hormonas, minerales,
lipidos y otros micronutrientes, que, al ser usados en las concentraciones
apropiadas en el medio de cultivo, suplen satisfactoriamente los requerimientos

metabdlicos que garantizan la proliferacion celular (5).

El SFB en los ultimos afios ha tenido un gran impacto en el mercado, por lo cual se
produce y comercia en cantidades inimaginables. Por dicho impacto, se han
descuidado las previsiones para el control de su calidad, y como éste no ha podido

ser reemplazado definitivamente por su compleja composicion nutrimental, se
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pretende producir y obtener un SFB libre de agentes contaminantes (como
bacterias, virus y mycoplasma), por medio de las diferentes técnicas de
esterilizacion de suero, y que al caracterizarlo, mantenga los niveles estandares

pedidos por la ISIA procurando obtener un producto final estéril y funcional (7,12).

MARCO TEORICO

Introduccion

La célula es considerada la unidad béasica estructural de todos los organismos vivos.
Los organismos conformados por diferentes tipos de células eucariotas se les
conoce como multicelulares; cada una de las diferentes células tienen diferentes
tamanfos, formas y funciones que permiten la formacion de tejidos y/u érganos, que,
finalmente da como resultado la formacion de un organismo con funciones y
capacidades mas complejas a la de sus componentes individuales. La
supervivencia de dicho organismo, depende de la organizacion metabdlica de los
millones de células que lo conforman. Entre las funciones principales, podemos
encontrar: nutricion, relacion intercelular y reproduccion, en donde, estas similitudes
de todas las células, proporcionan un marco comun para la biologia celular
permitiendo que los principios basicos puedan ser extrapolados y generalizados a
todos los diferentes tipos de células. Es por lo anterior, que diversos tipos de

organismos Yy células son utilizados para el cultivo celular (13).

Cultivos celulares

El cultivo de tejidos se inicio a principios del siglo XX, como un método para estudiar
el comportamiento de células animales fuera de las variaciones sistémicas que
pueden ocurrir in vivo. Por lo tanto, el cultivo celular puede definirse como la
obtencion de células animales y su propagacion in vitro. Lo anterior, gracias a un
conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento, la supervivencia y/o
multiplicacion de células provenientes de oOrganos especificos que tratan de
conservar la mayoria de sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas en

un entorno artificial adecuado para su crecimiento(2,3,13).
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Algunas de las ventajas del uso del cultivo celular son las siguientes: “a) Facil

manipulacion bajo condiciones controladas b) Alternativa al uso de animales c)

Permite trabajar en pequefia, mediana y gran escala d) Las células pueden

mantenerse congeladas por largos periodos de tiempo con minima pérdida de

viabilidad e) Menor variabilidad debido a que se tiene un cultivo de un linaje celular

definido f) Se cuenta con acceso facil a multiples lineas celulares en bancos

internacionales” (4).

Si se habla de las aplicaciones, los cultivos celulares se utilizan tanto en la

investigacién basica como en la investigacion aplicada. En la investigacion bésica,

permite estudiar diversos fenbmenos complejos, tales como (14):

La actividad intracelular: transcripcion de DNA, sintesis de proteinas,
metabolismo energético, ciclo celular, diferenciacion, apoptosis, etc.

El flujo intracelular de biomoléculas: procesamiento del ARN, el movimiento
del ARN desde el nacleo hacia el citoplasma, el movimiento de las proteinas
hacia diversos organulos, el ensamblaje y desensamblaje de los
microtubulos, etc.

GenbOmica y proteémica: analisis genético, infeccion, transformacion celular,
inmortalizacion, senescencia, expresion génica, rutas metabdlicas, etc.
Ecologia celular: el estudio de las condiciones ambientales responsables del
mantenimiento de la funcionalidad celular y de su diferenciacion, el estudio
de las necesidades nutricionales, la cinética de la poblacién celular, etc.

Las interacciones celulares: morfogénesis, proliferacion celular, adhesion

celular, interacciones con la matriz, invasion celular, etc.

En el caso de la investigacion aplicada, las técnicas de cultivo se utilizan en diversas

areas, tales como (14):

Virologia: Cultivo de virus animales y de plantas, produccion de vacunas, etc.
Biotecnologia: produccién industrial de farmacos en biorreactores (interferon,

insulina, hormona de crecimiento, etc.)
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Inmunologia: Produccion de anticuerpos monoclonales, sefalizacion,

fenébmenos de inflamacion.

Farmacologia: Efecto de diversos farmacos, interacciones con el receptor,

fendmenos de resistencia, etc.

Ingenieria de tejidos: Produccién de tejidos artificiales (piel, cartilagos) para

el

tratamiento de grandes quemados, injertos o0 autotransplantes,

desdiferenciacion y diferenciacion inducida, etc.

Toxicologia: citotoxicidad, mutagénesis, carcinogénesis, etc.

Se sabe que muchos cultivos celulares se encuentran anclados a una superficie

celular gracias a que sintetizan proteinas relacionadas con la matriz extracelular, la

cual, esta encargada de mantener unidas a las células y posee un papel regulador

sobre las mismas in vivo. Por lo que, la elaboracién de los medios de cultivo

celulares se puede realizar de tres formas tomando en cuenta lo anteriormente

mencionado (13,14):

1.

Los cultivos en monocapa: Representa una de las formas de crecimiento
celular in vitro de células dependientes de anclaje. En este tipo de cultivo
celular, las células crecen adheridas sobre un soporte soélido (plastico o
vidrio) y es el método mas utilizado para la mayoria de las células.

Los cultivos en suspension: Lo podemos utilizar para células cuya
naturaleza es parecida a la de las células hematopoyéticas o aquellas que
han disminuido la sintesis de proteinas de anclaje, tales como células
transformadas artificialmente o células provenientes de tumores. En este
cultivo celular las células se encuentran dispersas en el medio de cultivo.
Los cultivos tridimensionales: Esta forma de cultivar células, lo que busca
es conservar la arquitectura in vivo del tejido original. Permite evaluar el
efecto de las sustancias que actuan inter e intra celularmente, ademas,
en este tipo de cultivo es posible mantener la diferenciacion celular,

procurando tener una buena réplica del tejido origen.
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Suero Fetal Bovino

Desde el trabajo pionero de Sidney Ringer en 1880, se reconocié a los medios
salinos como “minimo basico” para mantener tejidos in vitro. Por otra parte, es muy
recomendado utilizar otros tipos de fluidos como plasma, suero, linfa, etc. Los cuales
eliminan la opcion de utilizar un medio salino, ya que éstos contienen desde un inicio

los componentes necesarios para el desarrollo de los tejidos (15).

El cultivo exitoso in vitro de las células de mamifero, requiere de una
suplementacién con suero animal de diferente origen para estimular el crecimiento
y proliferaciéon celular (16). Un material derivado de animales comuUnmente
empleado es el suero fetal bovino (SFB). Hay méas de 1000 componentes
encontrados en SFB, entre ellos se encuentran aminoacidos, proteinas, vitaminas
(particularmente vitaminas liposolubles como A, D, E, y K), carbohidratos, lipidos,
hormonas, factores de crecimiento, minerales y oligoelementos. Ademas, el suero
amortigua el medio de cultivo, inactiva las enzimas proteoliticas, aumenta la
viscosidad media y condiciona la superficie de crecimiento del recipiente de cultivo
(5,17,18).

La aplicacién del SFB en la investigaciéon basica y aplicada, es muy similar a la de
los cultivos celulares, ya que, casi toda investigacion que requiera cultivo celular,
necesitara suplementar su cultivo con suero. También es utilizado en la manufactura
y control de vacunas y farmacos biotecnolégicos humanos y veterinarios (19). Al
utilizar SFB el crecimiento celular es tipicamente (17):

e Rapido.
e Consistente y reproducible.
e Falta de cambios indeseables en la diferenciacion.

¢ No obstaculizado por la introduccion de contaminantes perjudiciales.

Ademas, por lo Unico que se tendria que preocupar el personal que lo utiliza es por
a7):

e Continuidad de suministro.

e Consistencia de lote a lote.

e
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e Resultados reproducibles.
e Fluctuacion de precios.

e Integridad del producto.

Cabe mencionar, que, si bien en la actualidad existen medios de cultivo libres de
suero, éste no ha podido ser reemplazado en definitiva, ya que su compleja
composicién aporta los ingredientes indispensables para el crecimiento de la

mayoria de las células (20).

El SFB es un subproducto de la industria carnica. Su produccion depende de una
serie de factores externos no controlables, como el clima o el consumo de carne
(6,17). Si hablamos de las condiciones climaticas, en los ultimos afios el ganado
para la produccion del suero se ha agotado debido a las condiciones de sequia
sostenida y otros problemas agricolas, por otra parte, el consumo de la carne es

variable dependiendo de la zona que se mencione (10).

Para obtener un SFB con calidad verificable, se comienza desde el momento de la
cosecha. El suero debe obtenerse de rebafios que son monitoreados
constantemente para detectar enfermedades especificas relevantes en los sectores
agricolas, para continuar hasta el momento en que la botella se sella, congela y
envia al comprador (21). Para ello, existen tres puntos criticos que por lo general
son tomados en cuenta al momento de la compra del SFB, los cuales son (11):

e Latrazabilidad: documentacion de verificacidon del suero referente a su origen
geografico especificado. Aungue a menudo se pasa por alto como una parte
critica de las auditorias de calidad.

e El pais de origen: Este tiene un impacto material en el perfil de riesgo del
producto con respecto a la posible falta o presencia de agentes adventicios.

e Las restricciones gubernamentales de importacion y exportacion: Tanto para
las materias primas como para los productos terminados estan

indisolublemente vinculadas al pais geografico de origen.

Refiriendose a lo anterior, las areas geograficas mas deseables en el mundo para

la adquisicion de SFB, son aquellas donde no se encuentran los famosos agentes
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adventicios y las enfermedades poblacionales del ganado. Nueva Zelanda, ocupa
el primer lugar en ésta categoria, ya que nunca ha presentado casos de encefalitis
espongiforme bovina (enfermedad de la vaca loca) o fiebre aftosa. Un caso similar
es Australia, Canada, paises de centro y sur América y finalmente México y EE. UU.
Por su reciente clasificacion a “riesgo insignificante” por la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE, por sus siglas en francés), que es un perfil de riesgo muy
similar al de Australia y Nueva Zelanda (10,12,19).

Actualmente, el uso creciente de SFB para la investigacion, el diagnostico y la
fabricacion farmacéutica, lo ha llevado a ser un negocio global que cotiza grandes
valores en el mercado. Aunque, los volumenes exactos de la produccién global de
SFB y su disponibilidad, asi, como la demanda mundial, aun se desconocen; puede
crear oportunidades para algun tipo de abuso, etiquetado erréneo y/o adulteracion
del SFB (7).

En 1994, se report6 una venta aproximada 30,000 L de suero proveniente de Nueva
Zelanda en todo el mundo, aunque en realidad la cantidad recolectada solo fue de
15,000 L (8). Una investigacion de FDA en EE. UU. Mostr6 que 143 lotes de SFB
(280,000 L) se vieron afectados por casos de fraude a nivel global. Como resultado
muy visible de esta agitaciéon en el mercado del suero, los precios de SFB se
dispararon en 2015 desde aproximadamente € 80 por 500 ml hasta € 1,200 por 500
ml. Debido a estos ultimos incidentes, el origen geogréfico, el abastecimiento y la
trazabilidad de FBS se convirtieron en un problema (7,9-11).

La sangre fetal bovina, es recolecta generalmente por puncién cardiaca, ya que es
una técnica que minimiza el peligro de contaminaciéon del suero. El procedimiento
requiere de personal altamente capacitado y los fetos deben tener al menos 3
meses de edad, de lo contrario el corazén seria demasiado pequefio para poder

realizar la técnica (21). El procedimiento es descrito en el siguiente diagrama:
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Slaughter of pregnant cow

Y

Reproductive tract with fetus removed from carcass and
transported to calf processing area

Y
Calf removed, cleaned and disinfected

| 1

Elood collection by heart puncture
through vacuum extraction, or
through gravity and massage

l |

Y

| Blood clotting, serum separation

Less commonly, blood 1s collected by
umbilical cord puncture

Figura 1. Puncién cardiaca para fetos bovinos. Imagen obtenida de: Jochems CEA, Van der Valk JBF, Stafleu
FR, Baumans V. The use of fetal bovine serum: Ethical or scientific problem? ATLA Altern to Lab Anim.
2002;30(2):219-27.

El tiempo que transcurre entre la vaca madre en el procedimiento normal de
sacrificio y la puncion cardiaca es de aproximadamente 5 minutos o
aproximadamente 25-30 minutos, dependiendo del personal que se encuentre en
labor. El procedimiento de sangrado dura aproximadamente de 2 a 5 minutos,
dependiendo de la edad del feto y del equipo utilizado. Por lo que el procedimiento
de sangrado finaliza entre 5-35 minutos después que la madre muere. Dependiendo
del tamafio y edad del feto, es la cantidad de suero que se obtiene. Se tiene
estimado que, aproximadamente se recupera un 50% del suero después de la
coagulacion, entonces, un feto de 3 meses produce aproximadamente 150 ml de
SFB crudo; uno de 6 meses 350 ml; y un feto de 9 meses (a corto plazo) da 550 ml.
Por lo que, la produccion mundial de SFB en bruto se estima en alrededor de

500,000 litros al afio (21).
El suero recolectado del matadero es precioso, unico y vital para las ciencias de la

vida. Cabe sefalar que el suero animal, especialmente el SFB, como componente
de los medios de cultivo celular, ha contribuido enormemente a la salud humanay
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animal, superando con creces el valor de la cadena alimentaria animal que se
sacrifica y procesa en la produccion de carne (19).

Contaminacion de cultivos y esterilizacion

Generalmente el ambiente sanitario esta contaminado con una gran cantidad de
microorganismos capases de causar enfermedades e infecciones, ademas, puede
causar la contaminacion de medios, cultivos, placas, etc. Por ello, es importante
garantizar que todos los articulos que se utilizan para los diferentes procesos,
reciban el apropiado tratamiento para reducir los riesgos (22,23).

Los procesos, por los cuales se puede conseguir la disminucién o eliminacion de la
carga microbiana, pueden ser: la limpieza-descontaminacién, desinfeccion y la
esterilizacion. La OMS define a la esterilizacion como la técnica de saneamiento
cuya finalidad es la destruccion de toda forma de vida, aniquilando todos los
microorganismos, tanto patégenos como no patdgenos, incluidas sus formas
esporuladas, altamente resistentes (23). Ademds, existen un conjunto de
condiciones ambientales que se deben tomar en cuenta para llevar a cabo el
proceso, ya que afectan la cinética de destruccion. Dentro de éstos se encuentran
(24):

e Concentraciéon del agente.

e Tiempo de exposicion.

e pH del medio.

e Temperatura.

e Presencia de materiales extrafos.

¢ Resistencia propia del microorganismo.

e Numero inicial de la poblacion.

Una de las principales fuentes de contaminacion de los cultivos celulares, es el
propio individuo. Los cultivos celulares se contaminan con microorganismos
provenientes de la boca o las manos del personal que realiza el cultivo. Por eso es

de gran importancia el uso de guantes y lavarse las manos cuando se vaya a
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trabajar dentro del area, asi como el uso de sustancias desinfectantes como el
etanol (24).

Por otra parte, debido a las regulaciones limitadas del control de calidad, el SFB es
una fuente comun de contaminacion en cultivos de tejido animal, porque la
recoleccion y venta no se lleva a cabo de acuerdo con los estandares manuales

adecuados (12).

Tipos de contaminacién de cultivos

A simple vista, generalmente se puede ver la contaminacion de bacterias, hongos
(incluidos los mohos) y levaduras, porque el medio se volvera rapidamente turbio y
cambiara de color (siempre que se agregue rojo fenol al medio y el indicador de pH
no sea la sustancia toxica mas comun). Los microscopios Opticos estandar también
mostraran células bacterianas y estructuras fangicas, por lo que las observaciones
microscopicas diarias de los cultivos garantizaran la deteccion temprana de la
contaminacion microbiana y permitiran tomar las medidas adecuadas
inmediatamente después de que aparezcan los primeros signos. En particular, es
necesario eliminar rapidamente los cultivos contaminados para proteger los cultivos
cercanos y el entorno de cultivo de tejidos estéril, incluidas las incubadoras, los
inodoros y las cabinas de seguridad biolégica. La Tabla 2 muestra de manera
resumida de donde se pueden contaminar los cultivos y como podria evitarse dicha

contaminacion (25).

Causa principal Prevencion

Técnica:

Manipulaciones, pipeteo, dispensacion

Superficies y equipos no esterilizados Limpie el area de trabajo de los articulos que no estén

en uso inmediato.

Derrames en los cuellos y el exterior de las botellas  Limpie regularmente con alcohol al 70%. No vierta
y en la superficie de trabajo liquidos. Dispensar con pipeta, autodispensador o
dispositivo de transferencia. Si es inevitable verter: (1)
hagalo con un movimiento suave, (2) deseche la botella

de la que sirve.

Tocar o sostener la pipeta demasiado cerca de la Sostenga las pipetas por encima

punta, tocar el cuello de las botellas, el interior de graduaciones. Manipule las pipetas estériles con una

los tapones de rosca funda de envoltura.

Salpicadura del vaso de precipitados Deseche los desechos en un vaso de precipitados con
un embudo o use vacio para extraer los desechos

siempre que sea posible.
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Polvo sedimentario o particulas de piel que se
depositan en el cultivo o botella; manos o aparatos
sostenidos sobre un plato, botella, plato abierto

Nunca pase las manos, trabaje sobre vasos abiertos No
trabaje encima (flujo laminar vertical y banco abierto) o
detrds y encima (campana de flujo laminar horizontal)
una botella o plato abierto.

Operador cabello, manos, aliento, ropa

El polvo de la piel, el cabello o la ropa cay6 o se
introdujo en el cultivo.

Lavese bien las manos, use una bata de laboratorio que
no suelte pelusa. Utilice una bata de laboratorio
reservada exclusivamente para la sala de cultivo. Atese
el cabello largo o use una gorra. Aléjese del trabajo
cuando sea necesario hablar.

Aerosoles por hablar, toser, estornudar, etc.

Evite trabajar con un resfriado o use una mascarilla.

Materiales y reactivos

Soluciones

Reactivos y medios no estériles

Filtrar o esterilizar en autoclave las soluciones antes de
Su uso.

Procedimientos de esterilizacion inadecuados

Supervise el rendimiento de la autoclave con un
termémetro de registro o un indicador de
esterilidad. Pruebe o cultive soluciones esterilizadas si
se sospecha contaminacion.

Control de calidad deficiente en el proveedor
comercial

Obtenga medios, tampones Yy sueros solo de
proveedores acreditados que certifiquen la calidad y la
fuente.

Cristaleria y tapones de rosca

Polvo y esporas del almacenamiento

Tapas de cubierta con papel de aluminio. Limpie las
botellas con alcohol al 70% antes de llevarlas al capé.

Instrumentos, pipetas

Esterilidad poco confiable

Utilice suministros  desechables, estériles vy
envueltos individualmente de un proveedor de
confianza. Esterilice los articulos reutilizables con calor
seco antes de usarlos.

Contacto con una superficie no estéril o algin otro
material

No agarre ninguna parte de un instrumento o pipeta que
pueda pasar a un recipiente de cultivo.

Frascos de cultivo y frascos de medios en uso

Polvo y esporas de la incubadora o el
refrigerador.

Utilice tapones de rosca en lugar de tapones. Limpie las
botellas antes de colocarlas en la campana. Utilice una
contencion secundaria para las placas.

Condiciones de incubacion o almacenamiento

sucias

Cubra los tapones y cuellos de las botellas con papel
de aluminio durante el almacenamiento o la
incubacion. Limpia las tiendas y las incubadoras con
regularidad.

Medios debajo de la tapa y extendiéndose hacia el
exterior de la botella.

Deseche todas las botellas que muestren derrames en
la parte exterior del cuello. No vierta.

Equipamiento y facilidades

Aire ambiente

Corrientes, remolinos, turbulencias,

aerosoles

polvo,

Dedique un espacio apropiado para el cultivo de tejidos
| células Reduzca el trafico y la actividad
extrafia. Limpie el piso y las superficies de trabajo con
regularidad.

Cabinas de bioseguridad de flujo laminar

Filtro perforado

Compruebe los filtros con regularidad en busca de
agujeros y fugas.

Filtro sucio

Verifigue la caida de presion a través del filtro.

Derrames, particularmente en grietas o debajo de
una superficie de trabajo

Desinfecte regularmente alrededor y debajo de la
superficie de trabajo. Deje que el alcohol entre en las
grietas.
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Incubadoras humidificadas con CO 2

Crecimiento de mohos y bacterias en paredes y
estantes en una atmésfera hUmeda

Limpiar periédicamente de acuerdo con las
especificaciones del fabricante con la desinfeccion
adecuada.

Esporas, etc., transportadas por circulacién de aire
forzado

Coloque los platos abiertos en cajas de plastico con
tapas ajustadas (pero no selle las tapas).

Bafos y otros equipos

Contaminacion en bafios de agua utilizados para
calentar soluciones.

Limpiar ydesinfectar el bafio de agua
con regularidad; Limpie bien los recipientes con alcohol
al 70% antes de transferilos a la cabina de
bioseguridad para usarlos cuando estén secos.

Polvo en cilindros de gas, bombas, etc.

Considere usar un bafio de calentamiento sin agua
(perlas). Limpiar con alcohol al 70% antes de entrar en
la sala de cultivo.

Importacién de materiales biolégicos

Lineas celulares entrantes

Contaminacion sospechada en la fuente o durante
el transito

Manipule estas lineas celulares solas, preferiblemente
en cuarentena. Compruebe si hay contaminacion
cultivando un cultivo durante dos semanas sin
antibiéticos. Inspeccione la contaminacién visualmente,
mediante microscopia de contraste de fase
y tinciébn Hoechst / DAPI para micoplasma.

Tabla 2. Causas comunes y prevencion de la contaminacién microbiana. Obtenida de: Problemas comunes

del cultivo celular | Contaminacion del cultivo celular | Sigma-Aldrich [Internet]. [cited 2021 May 26]. Available

from: https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/cell-culture/cell-culture-

troubleshooting-contamination.html

Mycoplasma

El mycoplasma es un género de bacterias que no tiene pared celular y, por lo tanto,

no se ve afectado por los antibiéticos que restringen el crecimiento de bacterias al

inhibir la formacién de las paredes celulares. Tienen una morfologia flexible y un

tamafo de celda de 0,15 a 0,3 um, lo que significa que pueden deshacerse de los

métodos estandar de filtracion de cultivos celulares que suelen utilizar filtros de

poros de 0,22 um. A diferencia de la mayoria de los otros contaminantes

bacterianos, el mycoplasma no es obvio en una inspeccién ocasional y, debido a su

tamafio y morfologia muy pequefios, es dificil de detectar por microscopia éptica. El

titulo de mycoplasma en el cultivo puede llegar a 108 organismos / ml sin provocar

la turbidez del medio. Por lo general, no matan las células de mamiferos infectados,

pero pueden afectar significativamente el cultivo al cambiar el metabolismo celular,

causando aberraciones cromosomicas, ralentizando el crecimiento celular y la

interferencia con la unién celular (25,26).
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Las diversas fuentes de contaminacién por mycoplasmas en el laboratorio pueden
presentar desafios. Debido a que existen ciertos tipos de mycoplasma en la piel
humana, pueden introducirse mediante técnicas asépticas deficientes ademas de
suplementos contaminados (como el suero fetal bovino). EI mycoplasma es
altamente infeccioso entre cultivos de células adyacentes contaminados. El
procesamiento de mycoplasma requiere un medio de filtrado y un tampén con una
membrana con un tamafio de poro de 0,1 pum o menor, porque un dispositivo de
filtro de medio estandar con un tamafio de poro de 0,22 o0 0,45 um no podra excluir

estos pequefios organismos (25,26).

Presencia de material genético en el suero

Los &cidos nucleicos circulantes libres (CNAPS) en plasma y suero se conocen
desde hace muchos afios. EI ADN como el ARN pueden encontrarse en forma de
acidos nucleicos circulantes libres (como ADN nuclear, ADN mitocondrial, ARNm,
miARN, ARNip y ARNt) en el plasma y en el suero, y se han encontrado tanto en
individuos sanos como en individuos enfermos. Los CNAPS parecen originarse a
partir de células sanguineas, bacterias y virus, destruccion del ADN de la superficie
de los gloébulos blancos, necrosis celular y tisular, apoptosis de células
nucleosémicas y liberacion de células exosémicas, transposones,
retrotransposones, liberacion espontanea de ADN / ARN o descomposicién de

complejos de lipoproteinas recién sintetizados (27).

Actualmente, la mayor parte de la investigacion sobre el ADN plasmatico se centra
en aplicaciones de diagndéstico. Sin embargo, es importante darse cuenta de que
todavia quedan muchos problemas biolégicos sin resolver en este campo. Uno de
los problemas es la produccion de ADN plasmatico, que, aunque se supone que la
muerte celular es un mecanismo que puede producirlo, se han planteado otras
posibilidades, incluida la secrecion activa. Otro problema sin resolver se refiere a la
posible funcién del ADN circulante, en donde datos interesantes informaron que, en
algunos casos, las células pueden absorber el ADN circulante y dar lugar a una

expresion genética detectable (28).
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Técnicas de esterilizacion del SFB

En el caso del SFB, existen varios métodos de esterilizacién. Entre estos métodos
podemos encontrar (29-31):

e Inactivacion por calor: Tiene como objetivo inactivar el sistema del
complemento y potenciales inhibidores del crecimiento celular desconocidos.

e Filtracidon: ayuda a la retencion de microorganismos y de algunos agentes
ma&s pequefios como el mycoplasma.

e Tratamiento con carbdn activado: El carbon activado se une a moléculas
lipofilicas y por ellos es utilizado para eliminar del SFB hormonas.

e Dialisis: La didlisis puede eliminar del SFB las moléculas cuyo peso molecular
sea menor a 10,000 Da.

e lIrradiacion con rayos gamma: Este proceso puede eliminar virus

comunmente presentes en especies bovinas.

Tipos de filtracion

El objetivo de la filtracion, es filtrar una muestra de la mejor manera posible, es decir,
consiguiendo el mejor grado de retencion de particulas y recuperar la fase atil con
el mayor grado de limpieza posible. Lo anterior, hacerlo de la manera mas rapida y

la mayor economia posible (32).
Existen 4 diferentes tipos de filtracion. Entre ellos podemos encontrar:

1.- Microfiltracion: que se define como un proceso de separacion de membrana que
utiliza membranas de tamafios de 0.03 a 10 micras (1 micron= 0.0001 milimetros),
tiene un limite de peso molecular (MWCO por sus siglas en inglés) de mas de
1,000,000 daltons y funciona a una presion relativamente baja de 100 a 400 kPa (15
a 60 psi). Algunos de los materiales eliminados por este método incluyen arena,
limo, arcillas, quistes de Giardia lamblia y Crypotosporidium, algas y especies

bacterianas (31).

2.-Ultrafiltracion: este tipo de filtracion trabaja con un poro de tamafio aproximado
de 0.002 a 0.1 micras, su MWCO es de aproximadamente 10,000 a 100,000 daltons
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y su funcion operacional de presion se aproxima de 200 a 700 kPa (30 a 100psi).
La ultrafiltracion eliminara las especias bacteriolégicas que no son eliminadas por la

microfiltracion y algunos virus (31).

3.-Nanofiltracion: se caracteriza por trabajar con membranas con un poro nominal
de 0.001 micras y un MWCO de 1,000 a 100,000 daltons. Trabajar con ésta técnica,
requiere una mayor fuerza de presion para atravesar los poros de estas membranas.
Requiere un presion operacional cerncana a los 600 kpa (90 psi) y puede llegar
hasta 1,000 kPa (150 psi). Este tipo de filtrado, puede eliminar practicamente todos

los quistes, bacterias, virus y materiales humicos (31).

4.-Osmosis Inversa: El fendmeno de osmosis inversa, se caracteriza por el flujo de
un solvente a través de una membrana en condiciones de un gradiente de
concentracion, agregandole presion a la solucion mas concentrada y al final se

obtiene un solvente puro del otro lado de la membrana (32).

Para el uso de las técnicas anteriormente mencionadas, existe una gran variedad
de filtros. Esta diversidad, va desde el material con el que se elabora el filtro, hasta

el tamafio del poro. En la variedad de filtros, podemos encontrar (33):

e Membranas de Acetato de Celulosa: recomendadas especialmente para
aplicaciones que requieren poca union a proteinas, como filtrar medios de
cultivo que contienen sueros.

e Membranas de Nitrato de Celulosa: se recomiendan para filtrar soluciones
donde las proteinas vinculantes no son una preocupacion, para uso general
del laboratorio.

¢ Membranas de Nylon: son hidréfilas y se recomienda para aplicaciones que
requieren extraibles muy bajos ya que no contienen agentes humectantes,
detergentes o tensioactivos.

e Membranas de Polietersulfona (PES): son muy recomendables para filtrar
medios de cultivo celular ya que tienen una unidn baja a proteinas y

extraibles.
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e Membranas de Celulosa Regenerada: Son hidrofébicas, utilizadas para
disolventes ultralimpios, desgasificadores y fases moviles utilizadas en
aplicaciones de HPLC.

e Membranas de politetrafluoretileno (PTFE): ideales para filtrar gases, incluido
el aire humidificado, ademas, por su cualidad de resistencia quimica extrema,
son muy utiles para filtrar solventes u otros productos quimicos agresivos.

e Filtros de fibra de vidrio: son utilizadas como filtro de profundidad para la
prefiltracion de soluciones. Tienen, ademas, una alta capacidad de carga de
particulas y son ideales para prefiltrar soluciones sucias y dificiles, como

Sueros.
Impresiéon 3D

La impresién 3D también es conocida como impresion tridimensional, es un método
que te permite la elaboracion de objetos tridimensionales con una impresora
especializada que coloca varias capas bidimensionales de algin material una sobre
la otra. Se puede comparar con la impresion bidimensional de tinta sobre el papel,
la diferencia aqui, es el material a utilizar como tinta, que puede ser algun tipo de
plastico. La impresién 3D, es utilizada generalmente en la produccién de prototipos
para el disefio de algin nuevo producto, los equipos de impresién los podemos
encontrar en fabricas, industrias, instituciones educativas, instituciones de

investigacién e inclusive para uso personal (34).

Las impresoras 3D son las que llevan a cabo el proceso, la cuales estan vinculadas
a un programa informatico instalado en un ordenador. Los programas de modelado
gue se pueden utilizar son Autodesk 123D, Tinkercard, OpenSCAD, Blender, Maya,
entre otros. El formato que utilizan estos programas es un formato STL. La técnica
de impresion en 3D se llama deposicion fundida, la cual consta de calentar un
filamento del algun tipo de polimero hasta una temperatura aproximada de 215°C,
en donde un dispositivo (Ilamado extrusor) deposita el material en capas delgadas

sobre una superficie de friccion (34).
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Aunque crear objetos a base de filamentos de plastico fundido parece un poco
complicado, los modelos de impresoras 3D desarrollados en la industria de la
impresion tienen una cierta calidad de produccion y estan disefiados para poder
moldear los detalles de impresion mas pequefios para obtener el objeto deseado.
Con la ayuda de las funciones de la impresora 3D, cualquiera puede convertirse en
usuario para crear objetos Unicos, personalizados, copiados o restaurados. Estos
modelos impresos se pueden utilizar como decoracion, “herramientas” e incluso

piezas de reparacion (34).
Caracteristicas del material a utilizar

El filamento ABS, es uno de los filamentos de plastico mas utilizados para la
impresion 3D de electrodomésticos, automéviles y fundas de teléfonos. Se utiliza en
la impresion 3D cuando se calienta entre 230°C y 260°C, por lo que es un material
resistente capaz de soportar altas temperaturas, ademas de que es reutilizable y

puede soldarse por medio de procesos quimicos (35).

OBJETIVOS

Objetivo General: Caracterizar suero fetal bovino obtenido de la industria carnica
para cultivo celular

Objetivos particulares:

-Elaborar un prototipo de filtrado para el suero por medio de impresion 3D.
-Obtener sangre fetal bovina de la industria carnica.

-Separar el suero de la sangre fetal bovina por centrifugacion.

-Eliminar componentes celulares por microfiltracion del SFB.

-Evaluar esterilidad del SFB con caldo de soya y tripticaseina como prueba
microbioldgica.

-Evaluar la presencia de Mycoplasma en el SFB con medio especializado de
crecimiento para mycoplasma.

-Evaluar nivel de pH del SFB con tiras reactivas para pH.

-Evaluar la osmolaridad del SFB con osmémetro.

26



-Evaluar concentraciéon de proteinas totales del SFB con Pierce™ BCA Protein
Assay Kit de Thermoscientifict.

-Evaluar concentracion de DNA por espectofotometria.

-Evaluar la proliferaciéon celular con el SFB obtenido mediante MTT.
HIPOTESIS

- HO: No es posible realizar la caracterizacion de suero fetal bovino obtenido de la

industria cérnica para su uso en el cultivo celular.

-HA: Es posible realizar la caracterizacion de suero fetal bovino obtenido de la

industria carnica para su uso en el cultivo celular.

METODOLOGIA

Tipo y disefio de estudio

El estudio que se realizé es de tipo experimental in vitro, el cual, consta de obtener
SFB para el cultivo celular. Para ello, se tomaron en cuenta algunos métodos de
esterilizacion del SFB y parametros de sueros comerciales. De los cuales, se
tomaron en consideracion la microfiltracién, niveles de pH, osmolaridad,
concentracion de proteinas totales, presencia/ausencia de Mycoplasma,
proliferacion celular y concentracién de DNA como prueba externa a los parametros
tradicionales; esperando resultados positivos. Se utiliz6 un SFB comercial como

control.

En el caso del dispositivo de filtracién, se busco la manera de generarlo a partir de
un material termo resistente y que pueda hacerse a partir de impresiéon 3D, el
material escogido para su elaboracion fue el filamento 3D ABS, que es un material
gue se utiliza hoy en dia en una gran variedad de aplicaciones en la industria.
Material generalmente muy duradero y fuerte, ligeramente flexible y bastante

resistente al calor.

La caracterizacion de los parametros del SFB, se mediran a través de Kits
comerciales y técnicas clinicas (36) en el Laboratorio de Investigacion y Desarrollo
en Diagnostico Molecular y Biomateriales.
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Siguiendo los lineamientos del REGLAMENTO DE ETICA PARA EL USO DE
ANIMALES EN LA DOCENCIA E INVESTIGACION EN LA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE AGUASCALIENTES (CEADI-UAA) y siguiendo lo dictaminado por
la Norma Oficial Mexicana NOM-024-Z0O0-1995, “Especificaciones y caracteristicas
zoosanitarias para el transporte de animales, sus productos y subproductos,
productos quimicos, farmacéuticos, biolégicos y alimenticios para uso en animales
o consumo por éstos”. El suero fue recolectado por el personal capacitado de
FREASA, posteriormente fue trasladado, en condiciones de congelamiento, a las
instalaciones de Ciudad Universitaria UAA para su proceso en el Laboratorio de

Investigacion y Desarrollo en Diagnostico Molecular y Biomateriales.

Definiciones conceptuales y operacionales.

Variable Descripcion Tipo de Escala Unidad de
variable medicion
Esterilidad El aniquilado de Dependiente Cualitativamente Si/No
del filtrado la mayoria o al realizar
todos los pruebas
microorganismos, microbiolégicas

tanto patégenos

como no
patégenos,
incluidas sus
formas

esporuladas,
altamente

resistentes.

Crecimiento | Es el incremento Dependiente Superficie Porcentaje (%)
celular del numero de cubierta

. ., células por
(proliferacion)
division celular.

Presencia de Presencia o Dependiente  Cualitativamente Si/No
Mycoplasma ausencia del al realizar medio
de cultivo
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microorganismo

tipo Mycoplasma.

Medicion de
DNA

Proteinas

totales

pH

Osmolaridad

Cantidad de
material genético
extraido del SFB.
Caracteristica de
la edad del
animal bovino. El
SFB tiene Ia
concentraciéon de
proteina mas baja
de los tipos de
suero bovino.

El suero es parte
de un entorno
fisiologico  que
apoya la
viabilidad celular.
El rango de pH
también confirma

que el suero no

ha sido
adulterado.
Refleja la

concentracion de
electrolitos y
solutos. Asegura
que el material no

se diluya.

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Obtencién de sangre fetal bovina

Concentracién

Concentracion

Nivel

Concentraciéon

ng/ul

g/dL

N/A

mOsm/kg

Esta parte del proceso, fue realizada por personal capacitado de FREASA

(Frigorifico y Empacadora de Aguascalientes),

ubicados

en Carretera

Panamericana Km. 21 Tramo Ags. Zac, Union Ganadera, 20300 San Francisco de

los Romo, Ags.
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La sangre fue obtenida por la técnica de puncion cardiaca. Para poder conseguirla
del feto, primeramente, se realiza la extraccion de los componentes viscerales del
bovino prefiado sacrificado por el rastro, en donde se obtiene el feto y se traslada a
una zona estéril dedicada a la extraccion sanguinea. Cuando se proceda a la
extraccion, el feto debe de ser colocado en decubito lateral derecho, dejando el lado
izquierdo accesible y, ademas, éste debe ser limpiado con soluciones
desinfectantes y antimicoticas para continuar con la puncion cardiaca. El material
requerido para llevar a cabo la técnica fue: una aguja, tubo vacutainer y una bolsa
sanguinea de un solo uso. Retomando la técnica, se limpia en primera instancia con
alcohol la zona donde se realizard la puncion (entre la 2da y 3ra costilla),
posteriormente, se introduce la aguja teniendo como obijetivo el ventriculo izquierdo.
Dependiendo la situacion, podemos utilizar técnicas de masaje, gravedad o el tubo
vacutainer para obtener la sangre en la bolsa de contencion (Bolsa BLORECEP de
500ml ACD con Citrato Trisédico 2.20 gr, Acido citrico 0.80 gr, Dextrosa 2.45 gr y
H20 libre de pirégenos) o tubo falcon de 30 ml, y se mantienen en una hielera en

frio hasta su procesamiento.

Separacién del suero de la sangre fetal bovina

Obtenida la muestra sanguinea y después de haber sido trasladada al laboratorio
siguiendo los lineamientos requeridos (antes de los 30-40 min trascurridos después
de la toma) (37,38), se centrifugd la muestra en tubos ependorf nuevos de 2 ml a
3,000 rpm durante 5 min. Posteriormente, se extrajo el suero con pipetas
desechables procurando no extraer componentes sanguineos y se colocé en tubos
falco nuevos de 15 o 30 ml. Finalmente, se realizaron alicuotas de suero en tubos

nuevos de 2 mly se procedieron a resguardar a -20°C hasta el momento de su uso.

Nota: Como no toda la sangre pudo ser procesada antes de los 30-40 min después
de su toma, solo se consiguié un volumen total de 10 ml de suero. El proceso de
separacién sanguineo, se siguid llevando a cabo las veces necesarias hasta obtener
el mayor volumen posible (aproximadamente 60 ml), éste dltimo suero se
encontraba hemolizado, por lo cual fue utilizado para la estandarizacion de las

diferentes técnicas de medicion. Por otra parte, también se obtuvo una muestra
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sanguinea que tenia anticoagulante, por lo que, al momento de realizar la
separacion de componentes, se obtenia un componente conocido como “plasma’,
el cual también fue incluido dentro de todas las pruebas definiendo asi nuestros

grupos de la siguiente manera:

e Suero Comercial (nuestro control)
e Suero Obtenido de la Industria Carnica (sin anticoagulante)

e Plasma (sangre que contenia anticoagulante).

La diferencia entre plasma y suero, es efectivamente el estado en el que se realiza
el método de separacion de componentes sanguineos. En el caso del suero la

sangre se coagula y en el caso del plasma, esta nunca llega a coagularse.
Filtracion del SFB obtenido para la eliminacion de componentes celulares

La eliminacibn de los componentes celulares se realiz6 con el método de
microfiltracion. Para ello se utilizaron filtros de jeringa de 0.2 um, ya que los
volumenes utilizados eran muy pequefios. A nuestros 3 grupos se les aplico el
mismo proceso de filtracién conforme se iban utilizando y eran colocados en tubos
nuevos esteériles de 2 ml, a los cuales se les colocaba en su folio el indicativo de

“F1” para su identificacion.

Evaluacion de esterilidad con pruebas microbioldgicas

Para las pruebas de esterilidad, se utiliz6 caldo de soya y tripticaseina marca
Bioxon. Para ello se preparé 50 ml para la elaboracién de 10 tubos de prueba de 5
ml cada uno. Se siguieron las instrucciones de acuerdo al fabricante, para lo cual
se disolvié 1.5 gr del polvo en 50 ml de agua grado miliQ. Lo anterior fue a una
temperatura de 75°C por 10 min. Finalmente, después del vaciado de los 5 ml en
los tubos, se autoclavaron a 120 psi durante 35 min y terminado el proceso se

resguardaron a 4°C hasta su uso.

La realizacion de la prueba de esterilidad, constd de preparar 7 tubos los cuales

contenian 200 pl de:

1. Suero comercial sin filtrar

e
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Suero obtenido de la industria carnica sin filtrar
Plasma sin filtrar

Suero comercial filtrado (F1)

Suero obtenido de la industria carnica filtrado (F1)
Plasma filtrado (F1)

Control positivo (saliva)

N o o~ WD

Preparados los tubos, se metieron en la estufa bacterioldgica a 37°C por 24 hrsy

pasado el tiempo de incubacion se tomaron resultados.

Evaluacion de la presencia/ausencia de Mycoplasma

La prueba de presencia/ausencia de Mycoplasma fue realizada con Mycoplasma
Agar, MO660-500G de SIGMA. De acuerdo con las instrucciones del fabricante, se
prepard 100ml de medio para 15 cajas Petri pequefias. Se disolvieron 3.55 gr del
agar en 100 ml de agua grado miliQ a 80°C durante 10 min aproximadamente,
verificando que en el medio no presentara grumos. Finalmente, se realizo el vaciado
del medio en las cajas dentro de la campana de flujo laminar, se rotularon, se esperé

a gque solidificaran y se resguardaron a 4°C hasta el momento de su uso.

Para la prueba de Mycoplasma, se sembraron 7 cajas con hisopos estériles. Las

cuales constaron de lo siguiente:

Suero comercial sin filtrar

Suero obtenido de la industria carnica sin filtrar
Plasma sin filtrar

Suero comercial filtrado (F1)

Suero obtenido de la industria carnica filtrado (F1)
Plasma filtrado (F1)

Control positivo (raspadura de la epidermis facial)

N o gk wDbd e

Preparadas las cajas, se metieron en la estufa bacteriologica a 37°C por 24 hrsy

pasado el tiempo de incubacion se tomaron resultados.

32



Evaluacion de pH

La prueba para medir el pH, se elabord con Hydrion, Plastic pH Indicators Strips. Es
un método facil de usar y rapido de medir, ya que se basa en una escala
colorimétrica que es proporcionada por el mismo fabricante.

Para la medicion se tomaron en cuenta los siguientes grupos:

Suero comercial sin filtrar
Suero obtenido de la industria carnica sin filtrar

Plasma sin filtrar

hr w0 NP

Suero comercial filtrado (F1) suplementado con medio de cultivo celular

DMEM.

5. Suero obtenido de la industria céarnica filtrado (F1) suplementado con medio
de cultivo celular DMEM.

6. Plasma filtrado (F1) suplementado con medio de cultivo celular DMEM.

La descripcion del medio de cultivo DMEM se encuentra en el apartado de prueba
de proliferacion. Se decidié realizar la medicion de pH después de que se
combinaran las muestras con el medio por el motivo de que, al preparar el medio,

éste es filtrado con filtro de 0.2 um antes de ser resguardado Y utilizado.

Preparacion de muestras en dilucion para las mediciones de concentracion
de proteinas totales y concentracion de DNA.

De acuerdo a los diferentes kits y equipos requeridos para las mediciones, la
concentracion de los componentes del SFB en su totalidad, no podian ser evaluados
correctamente. Por tal motivo, se decidié diluir la muestra. Se usé un factor de
dilucién (FD) de 32, lo que quiere decir que se diluyo la concentracion del SFB 32
veces. Para obtener el valor anteriormente mencionado, se utilizo la concentracion

de proteinas totales como se explica a continuacion:

El valor para proteinas totales del SFB comercial es de 3.3 gr/dl aproximadamente,
que es igual a 33000 pg/ml. Para poder realizar una adecuada medicion con la curva
de calibracién del kit comercial BCA (valor maximo de concentracién de 2000 pg/ml),

se tuvo que utilizar un factor de dilucién (FD) de 32.
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Calculo del factor de dilucion:
Formula: FD=CI/CF
Donde: FD= Factor de dilucién, Cl= Concentracion Inicial, CF= Concentracion final.

Sustituyendo datos, y tomando en cuenta que se quiere obtener una concentracion

final de 1030 pg/ml, la ecuacion quedaria de la siguiente manera.
FD= 33000 pg/ml / 1030 pg/ml = 32.03

Para obtener la concentracion final de 1030 pg/ml, lo que se hizo fue dividir la
concentracion de 33000 pg/ml entre 2 en sucesion hasta llegar al valor requerido.

33000/2= 16500, 16500/2= 8250, 8250/2= 4125, 4125/2= 20625 vy
2062.5/2= 1031.25

Ya con el FD, se procedié a procesar las muestras de las pruebas de DNA y

proteinas totales.

Evaluacién de osmolaridad

La osmolaridad fue medida en un Osmometro automéatico modelo 5004, siguiendo
el manual de operaciones que proporciona el fabricante. Brevemente, el protocolo
consté de: conectar y calibrar el equipo, seleccionar el rango de lectura que se
desea medir, colocar en un tubo ependorf 100 ul de la muestra y realizar la lectura.

La medicién de osmolaridad, nos indica si alguna muestra puede estar alterada, lo
anterior quiere decir: que el SFB no se haya diluido con alguna otra sustancia para

vender asi mas volumen sin la calidad necesaria.

Evaluacidon de concentracion de proteinas totales

Se utilizé el Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ref. 23227) de Thermoscientifict para
la medicion de proteinas totales. El ensayo de proteina BCA combina bien la
reduccion conocida de Cu 2+ a Cu 1+ por proteina en medio alcalino con la
deteccién colorimétrica altamente sensible y selectiva del cation cuproso (Cu 1+ )

por acido bicinconinico (BCA) (39).
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Todos los pasos se llevaron a cabo siguiendo las especificaciones del fabricante.
Desde la preparacion del reactivo de trabajo, la preparacion de las muestras y la
curva de calibracion.

La preparacion del reactivo se basa en una formula ya establecida, la cual es:

(# de estandar + # de desconocidos) * (# de réplicas) * (el volumen por muestra

del reactivo de trabajo) = Volumen total requerido del reactivo de trabajo.

De igual manera, siguiendo lo establecido por el kit comercial, se elabor6 la curva
de calibracion utilizando lo indicado para concentracion maxima de 2000 pg/ml,

presentado en la siguiente tabla.

Table 1 Preparation of diluted albumin [BSA] standards

Dilution Scheme for Standard Test Tube Protocol and Microplate Procedure (Working Range = 20-2,000 pg/mL)
Vial Volume of Diluent (pL) Volume and Source of BSA [pL) Final BSA Concentration (pg/mL)

A 1] 300 of Stock 2000

B 125 375 of Stock 1500

Cc 325 325 of Stock 1000

0] 175 175 of vial B dilution 750

E 325 325 of vial C dilution 500

F 325 325 of vial E dilution 250

G 325 325 of vial F dilution 125

H 400 100 of vial G dilution 25

| 400 1] 0 = Blank

Dilution Scheme for Enhanced Test Tube Protocol (Working Range = 5-250 pg/mL)
Vial Volume of Diluent [pL) Volume and Source of BSA (pL) Final BSA Concentration [pg/mL)

A To0 100 of Stock 250

B 400 400 of vial A dilution 125

Cc 450 300 of vial B dilution 50

u] 400 400 of vial C dilution 25

E 400 100 of wial D dilution 5

F 400 o 0 = Blank

For Research Use Only. Not for use in diagnestic procedures. Thermo Fisher

SCIENTIFIC

30 January 2024

Tabla 3. Preparacion de la albumina diluida para la curva patron. Pierce. BCA Protein Assay Kit 23225.
2020;(2161296):0-3.
Para la preparacion de las muestras para lectura en placa de 96 pocillos, se
pipetearon 25ul de cada estandar o desconocido por replica en cada uno de los
pocillos de la placa. Posteriormente se agregaron 200 pl del reactivo de trabajo y se
llevaron a incubar a 37°C por 2 horas. Finalmente, en el lector de placas de 96
pocillos Multiskan FC (SN 357-914771) de Thermoscientific se hicieron las lecturas

a 620nm y se tomaron los resultados para su posterior interpretacion.
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Evaluacién de concentracion de DNA

El protocolo para medir la presencia y concentracion de DNA en SFB fue el de
Fenol-Cloroformo y Etanol con modificaciones, el cual esta dividido en tres fases,

las cuales se explican brevemente a continuacion:

1.- Lisis Celular: Primeramente, se centrifuga la muestra 5 min a 270 g, en seguida
se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 100 pl de PBS. Se incuba
la muestra a -80°C por 30 min y se pasa al sonicador. Se aplican 20 kiloherz en 2
tandas de 10 seg para romper las células, una vez hecha la lisis, se pasan a
centrifugar las muestras a 10,000 g por 20 min. Finalmente se retira el sobrenadante

en un tubo ependorf estéril nuevo para proseguir con la siguiente fase.

2.- Separacion de Fases: Del sobrenadante obtenido de la fase anterior, a los tubos
se les agrega 250 pl de Fenol-cloroformo y se pasan a vortex continuo hasta obtener
una consistencia lechosa. El siguiente paso es, llevarlos a centrifugar a 10,000 g
por 5 min para finalmente observar una separacion de 2 fases, de la cual, se toma
la que se encuentra en la parte superior, evitando llevarte algin contaminante de la

parte inferior y se procede a la siguiente fase del protocolo.

3.-Purificacion del DNA: De lo que se obtuvo de la fase anterior, a las muestras le
agregamos 200 pl de cloroformo y se llevan a centrifugar a 10,000 g por 10 min para
obtener un sobrenadante y llevarlo a un tubo nuevo. Al sobrenadante le agregamos
1/10 de volumen de acetato de sodio al 3 molar y dos volumenes de etanol al 100%,
posteriormente, se dejan precipitando toda la noche a -80°C. Terminando la
precipitacion, se llevan las muestras a centrifugar a 10,000 g por 30 min a 4°C, al
finalizar la centrifugacion, se extrae el mayor volumen posible del sobrenadante y a
lo que queda en el tubo se le agrega 100 pl de etanol al 70% y de nueva cuenta se
centrifuga 10 min a 10,000 g (los 2 pasos anteriores del etanol al 70% vy la
centrifugacion, pueden repetirse de 2 a 3 veces, ya que son lavados para limpiar el
materia genético). Finalmente, se extrae el mayor sobrenadante posible y se deja
evaporar el etanol restante que no se pudo retirar. Se resuspende el material
genético en 100 pl de agua grado miliQ y se procede a realizar las lecturas de acidos

nucleicos en el espectrofotometro NanoDrop 2000 de Thermoscientific.
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Evaluacion de la proliferacion celular

Para la prueba de proliferacion celular, se utilizé un medio de cultivo DMEM bajo en
glucosa que ya contenia L-Glutamina y Piruvato de sodio de la marca biowest.
Ademas, se le agrego la solucién antibidtica/antimicética de Sigma (A5955) y

finalmente se suplementd con el SFB comercial (el suero control) Sigma (F2442).

Cabe destacar que se prepararon 3 tipos de medio para esta evaluacion, el
anteriormente mencionado con suero comercial, y otros dos que contienen
exactamente lo mismo, con la excepcion de que uno estaba suplementado con el

suero obtenido de la industria carnica y el otro con plasma.

La prueba de viabilidad celular, se llevé a cabo con el método de MTT, el cual, es
un protocolo que permite medir la viabilidad y proliferacion celular con una escala
colorimétrica. El experimento fue realizado en placas de 96 Pocillos y leidos en el
lector de placas de 96 pocillos Multiskan FC (SN 357-914771) de Thermoscientific
a 620 nm.

Para medir la viabilidad celular, se decidié hacer medidas a los 3, 7, 14 y 21 dias
para ir observando cémo iban creciendo las células en la placa. El nidmero de

células que se sembro por pocillo se obtuvo de la siguiente manera:

Preparacion de la curva de calibracion para lectura minima de células que detectaba
el espectrofotémetro:

e Se cultivaron en una caja de cultivo T-25 osteoblastos, de los cuales, al
momento de llegar a confluencia, por el método de tripcinizacién, se
recolectaron. Por conteo en la camara de Neubauer (40) y siguiendo la
formula TC/4 x 10,000 x FD (TC= total de células contadas en los 4
cuadrantes, FD= factor de dilucion), se obtuvo un aproximado del niumero
total de células, el cual fue de 2,235,000.

e Las células se resuspendieron en 1 ml de medio, del cual se tomaron 447,000
células para el pozo que contendria el mayor nimero de células. A partir de
ese namero, se hicieron diluciones al 50% para reducir la concentracion

celular dentro de los pozos y de esa manera poder formar la curva patron de
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deteccién minima de células. Cabe mencionar, que la curva fue realizada por
triplicado y a un volumen final de 200 pl. Como dictaba el protocolo, el célculo

seria el siguiente:
2,235,000 — 1ml = 447,000 células x3 = 1,341,000 células

X -0.2ml

Las 1,341,000 células, fueron sembradas para la realizacion de la curva, para la

cual se utilizaron 600 pl del mililitro del medio con osteoblastos. El volumen restante

se uso para la elaboracion del experimento.

Volumenes de medio suplementado con los diferentes grupos y cantidad de células

a sembrar:

Del tubo que contenia las 2,235,000 células, solamente sobraron 400 pl. En
tubos individuales, se traspaso 1/3 del volumen del medio con células (133.33
ul) y se centrifugaron a 900 rpm por 5 min. Terminada la centrifugacion, se
descartd el sobrenadante y cada tubo se resuspendid con 1 ml de los
diferentes medios:

o Medio con suero comercial.

o Medio con suero obtenido de la industria carnica.

o Medio con plasma.
Resuspendidos, se realizé la siembra de 1,000 células por pozo. Pero como
la cantidad de células que habia por mililitro de suero no era la misma, se
calcularon los volumenes necesarios a sembrar en cada pozo y obtener las
1,000 celulas.

o Tubo con medio suplementado con SFB comercial.

90,000 células — 1 ml de medio = 0.011 ml
1,000 células — X
o Tubo con medio suplementado con SFB obtenido de la industria

carnica.
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78,250 células — 1 ml de medio = 0.012 ml
1,000 células — X
o Tubo con medio suplementado con plasma.
165,000 células — 1 ml de medio = 0.006 ml
1,000 células — X

Sembradas las 1,000 células, se prosigui6 a realizar las mediciones conforme se
mencionaba al principio de éste apartado. Ademas, como era células en
proliferacion, se aplic6 cambio de medio cada tercer dia hasta que se les realizaba

la medicion.

Nota: La decisién de sembrar 1,000 células por pozo, fue gracias a que la cantidad
minima de células que detectaba el espectrofotometro era esa cuando se llevo a

cabo la curva de calibracion.

Ensayo de viabilidad y proliferacion con MTT Assay Kit (Cell Proliferation) marca

abcam:

El fundamento de la técnica se basa en el potencial redox que tienen las células de
mamifero viables. Las células reducen el MTT a un producto de formazan
fuertemente pigmentado, que, al ser solubilizados, pueden ser leidos por un lector

de microplacas (41).

El protocolo const6 de agregar 50 pl de medio libre de suero y 50 ul de la solucién
a cada pocillo a medir. Hecho lo anterior, se pasaron a incubar las células durante
3 horas a 37°C. Terminado el proceso de incubacion, se extrajo la solucién y se le
agregaron 150 pl del solvente MTT en cada pozo. Colocado el solvente, se cubrio
la caja con aluminio y se llevaron al shaker durante 15 min y finalmente, se
realizaron las lecturas en el lector de placas de 96 pocillos a 620 nm para obtener

los resultados.
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Procedimientos de recolecciéon de informacién, instrumentos a utilizar y
meétodos de control de calidad de datos.

La recoleccidon de datos para el proyecto se llevd a cabo por medio de una bitacora
personal, los cuales posteriormente se trasfirieron a una base de datos de Microsoft
Excel como respaldo. Para un buen control en la obtencion de los datos, se

asignaron folios a cada uno de las pruebas realizadas por el investigador.

Procedimientos para garantizar los aspectos éticos en investigaciones

Para cumplir los aspectos éticos al momento de la obtencion del suero fetal, se hizo
principal referencia a los capitulos primero, segundo, octavo y noveno, incluyendo
todos sus articulos respectivos, del Reglamento de Etica para el Uso de Animales
en la Docencia e Investigacion en la Universidad Autonoma de Aguascalientes
(CEADI-UAA) encontrado en la Legislacion Universitaria, apartado de reglamentos
de aplicacion general y con el codigo SGC: DI-PL-NO-37. Ademas, se siguio lo
dictaminado por la NOM-024-ZO0-1995 de los Estados Unidos Mexicanos. Cabe

destacar, que el investigador no tuvo contacto directo con los animales de los cuales

se obtuvo el suero.

Conflicto de interés
Los autores no presentaron ningun conflicto de interés para la realizacién de este

proyecto.

Plan de tabulacién y andlisis de los resultados

Se caracterizo el SFB y el plasma obtenido de la industria carnica para compararlo
con el SFB comercial. Después de su caracterizacion, se realizé la prueba de
proliferacion celular en placa de 96 pocillos para probar la eficacia de medios DMEM
suplementados con el suero y plasma obtenidos. Ademas, se hicieron hasta 5
réplicas para la obtencion de datos. Los osteoblastos, junto con los materiales y
reactivos, fueron proporcionados por el Laboratorio de Investigacion y Desarrollo en
Diagnostico Molecular y Biomateriales, ubicado en la unidad Médico Didactica de la
UAA.
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Para el andlisis estadistico se calcularon medias, medianas, desviacion estandar y
se hizo prueba ANOVA de dos colas o una via, segun era el caso, con el programa
estadistico R version 4.0.3; donde se consider6 un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

Caracteristicas del suero obtenido de la industria carnica

El SFB que se obtuvo de la industria cérnica, presentd una coloracion &mbar clasica
de todos los SFB. De igual manera mostré un nivel de glucosa de 37 mg/dL,
creatinina de 2.73 mg/dL, acido urico de 2 mg/dL, fésforo de 10.5 mg/dL, calcio de
16 mg/dL, albumina 2.63 g/dL e indice aterogénico de 3.6. En la Tabla 4, se puede
observar de una manera resumida los valores anteriormente mencionados junto con

otros mas que se incluyeron en la caracterizacion general.

ANALITO VALOR DE LA MUESTRA
Color Ambar
Glucosa (mg/dL) 37
Creatinina (mg/dL) 2.73
Acido urico (mg/dL) 2.0
Fosforo (mg/dL) 10.5
Calcio (mg/dL) 16
Bilirrubina total (mg/dL) 0.8
Alanin aminotrasnferasa (TGP) (U/L) 8
Fosfatasa alcalina (ALP) (U/L) 280
Proteinas totales (g/ dL) 3.81
Albumina (g/dL) 2.63
Hierro sérico (Ug/dL) 169
Amilasa sérica (U/L) 49
Globulina (g/dL) 1.18
indice aterogénico 3.6

Tabla 4. Caracteristicas del SFB obtenido de la industria carnica.
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Para el analisis general de estos datos, se envid una muestra de SFB al
LABORATORIO DE PATOLOGIA Y DIAGNOSTICO EN SALUD ANIMAL ubicado
en Av. Canal Interceptor N° 502, Col. San José del Arenal, CP 20020,
Aguascalientes, Aguascalientes. El analisis aporto informacién relevante sobre las
caracteristicas generales de nuestro suero y poder verificar algunos datos como el

de proteinas totales.

Evaluacion de esterilidad con pruebas microbiolégicas

Para las pruebas microbiologicas, se realizaron dos mediciones. Una al momento
que se obtuvo el suero y la otra a un mes después de haberlo obtenido y
resguardado a -20°C. En la Figura 2, podemos observar nuestros tres grupos en su
primera medicion, presentando un resultado negativo, que era lo que se estaba
esperando al momento de realizar esta prueba. Las Figuras 3 y 4, muestran la
segunda medicién por duplicado de los grupos suero y control, en las cuales se
presenta nuevamente un resultado negativo. Por otro lado, podemos observar en la
Figura 5 nuestro control positivo, el cual presenta un caldo turbio por el crecimiento

de microorganismos.

i)
A <
o/ v -
Figura 2. Pruebas Figura 3. Pruebas Figura 4. Pruebas
microbioldgicas. Primera microbiolégicas. Segunda microbioldgicas. Segunda
medicion de esterilidad de medicién de esterilidad del medicién de esterilidad del
los 3 grupos a evaluar. grupo control. grupo suero.
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Figura 5. Pruebas
microbioldgicas. Control
positivo.

Evaluacion de la presencia/ausencia de Mycoplasma

Una vez realizada la incubaciéon de 24 hrs a 37°C de los agares, se visualizaron a
simple vista la presencia/ausencia de mycoplasma. En el caso de los grupos en los
que el suero no se filtraba, se esperaba la presencia del microorganismo, pero se
obtuvo como resultado la ausencia del mismo (Figuras 6, 7 y 8). Para el caso de los
grupos con suero filtrado, no se esperaba la presencia de mycoplasma ya que desde
la previa evaluacién no se encontraba en nuestras muestras, y en efecto, en las
Figuras 9, 10 y 11 se puede observar que no hubo presencia de ningun
microorganismo. Para poder aseverar que efectivamente no hubo crecimiento de
mycoplasma, en la Figura 12, podemos observar nuestro control positivo a
mycoplasma, el cual fue obtenido de una muestra de raspado epitelial del

investigador.
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Figura 6. Mycoplasma
control. Imagen del agar
que muestra la ausencia

de mycoplasma en el

grupo control antes de
filtrar.

Figura 7. Mycoplasma
plasma. Imagen del agar
gue muestra la ausencia

de mycoplasma en el

grupo plasma antes de
filtrar.

Figura 8. Mycoplasma
suero. Imagen del agar
gue muestra la ausencia
de mycoplasma en el
grupo suero antes de
filtrar.

Figura 9. Mycoplasma
control F1. Imagen del
agar que muestra la
ausencia de mycoplasma
en el grupo control
después de filtrar.

Figura 10. Mycoplasma
plasma F1. Imagen del
agar que muestra la

ausencia de mycoplasma

en el grupo plasma
después de filtrar.

Figura 12. Control Positivo
de mycoplasma.
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suero F1. Imagen del agar

que muestra la ausencia
de mycoplasma en el
grupo suero después de
filtrar.




Concentracion de DNA

La diferencia de medias de la variable concentracion de DNA (ng/ul) se evalué con
ANOVA dos vias, debido a que en la Figura 13 se observa una interaccion entre los
factores filtracion y grupos, la normalidad fue evaluada graficamente mediante
ggPlot y la homogeneidad de las varianzas mediante Levene’s test. La diferencia
entre grupos fue significativa con F=42.06, con 5 y 24 grados de libertad con
p=4.167e-11, los factores de los grupos, filtracién y la interaccion de estos fue
estadisticamente significativa con p<0.05. Para poder observar de una manera mas

visual las diferencias, observe la Figura 14.
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Grupos experimentales

Figura 13. Interaccion entre grupos DNA. La grafica muestra la
interaccion que hay entre el factor grupos y el factor filtrado o no de
los datos obtenidos de la concentracion de DNA.
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Figura 14. Qgplot, concentracion de DNA. El gqgplot muestra como en el apartado de filtrado,

hay diferencias estadisticas entre nuestros tres grupos. En el apartado de no filtrado, no hay

diferencias entre los grupos de plasma y control, pero si existen diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos plasma/suero y suero/control.
Concentracion de proteinas totales
La diferencia de medias de la variable concentracion de proteinas totales (mg/dl) se
evalué con ANOVA de una via, debido a que en la Figura 15 se observa que no hay
interaccién entre los factores filtracion y grupos, la normalidad fue evaluada
graficamente mediante qgPlot y la homogeneidad de las varianzas mediante
Levene’s test. La diferencia entre grupos fue significativa con F=11.95y 14.61 en el
grupo del filtrado y el no filtrado respectivamente, con 2 y 12 grados de libertad en
ambos grupos y con p=0.001396 en el grupo de los filtrados, p=0.0006087 en los
no filtrados. Por lo que, la relacion entre grupos vy la filtracion fue estadisticamente
significativa con p<0.05. En la Figura 16 se puede observar de una manera visual

las diferencias que hay entre los grupos y por el factor de filtracion.
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Figura 15. Interacciéon entre grupos Proteinas totales. La grafica muestra la ausencia de
interaccion entre el factor grupos y el factor filtrado o no de los datos obtenidos de proteinas
totales.
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Figura 16. Qgplot, concentracién de proteinas totales. El gqgplot muestra como en el apartado
de filtrado, hay diferencias entre el plasma/control y el suero. En el apartado de no filtrado, no
hay diferencias entre los grupos de plasmay suero, pero si existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos plasma/control y suero/control.
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Evaluacion del pH

Como podemos observar en la Figura 17, los pH obtenidos para el grupo de
muestras sin filtrar, fueron de 7.0 para el control, 7.0 para el suero y 6.0 para el
plasma. En el caso del grupo de las muestras filtradas, que ya contenian medio de
cultivo para su utilizacion en la prueba de viabilidad, los pH obtenidos fueron de 7.0

en los 3 grupos (Figura 18).

Figura 18. pH muestra después de filtrar. En

Figura 17. pH muestra antes de filtrar. En la la imagen se observan las tiras reactivas

imagen se observan las tiras reactivas mostrando el nivel de pH de cada uno de los

mostrando el nivel de pH de cada uno de los tres grupos después de suplementar medio

tres grupos antes de ser filtrados. de cultivo utilizado en las pruebas de
viabilidad.

Osmolaridad

La diferencia de medias de la variable osmolaridad (mOsm/kg) se evalué con
ANOVA dos vias, debido a que en la Figura 19 se observa una interaccién entre los
factores filtracion y grupos, la normalidad fue evaluada graficamente mediante
ggPlot y la homogeneidad de las varianzas mediante Levene’s test. La diferencia
entre grupos fue no significativa con F=0.923, con 5 y 24 grados de libertad con

p=0.4833, los factores de los grupos, filtracion y la interaccion de estos no fue
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estadisticamente significativa con p>0.05. En la Figura 20 se puede observar de una

manera visual como no hay diferencias entre grupos y el factor filtracion.
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Figura 19. Interaccion Osmolaridad. La grafica muestra la interaccion
gue hay entre el factor grupos y el factor filtrado o no de los datos
obtenidos de osmolaridad.

49



200-

280 -

W

L |

I Proceso
T

= Bl Fil

oo

% 260 - B ro

*
e LN

1 1
Caomer Suero FPlasma
Grupos Experimentales

Figura 20. Qgplot, Osmolaridad. El ggplot muestra como en los tres grupos no hay diferencias
significativas entre la variable de filtracion.
Viabilidad celular
En la figura 21 se puede observar que la diferencia entre curvas de crecimiento
entre los grupos experimentales fue evaluada a partir del porcentaje de viabilidad
celular a través del tiempo, esta comparacion se realizé mediante una Prueba de
Razén de Verosimilitud con un valor de LR=0.031124 con 4 grados de libertad y un
valor de p=0.999.
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Figura 21 Curva de viabilidad celular. En la gréafica se observa como la tendencia de crecimiento (en porcentaje)
de las células osteoblasticas a 21 dias, es positiva. Se puede verificar de igual manera, que, en los diferentes
dias de medicion, el porcentaje de viabilidad era casi el mismo en cada uno de los grupos.

Dispositivo de Filtracion

En el Anexo 1, podemos observar una breve descripcion del prototipo de filtracion
gue se elabor6 por medio del filamento para impresion 3D ABS y sus planos
dimensionales. El dispositivo se realizé buscando que el suero que se filtre a través
de este, se mantenga ajeno a componentes contaminantes de la manera mas
eficiente posible. Brevemente, el prototipo del filtro cuenta con una posicion de
soporte de una jeringa de 10 mL. También cuenta con 1 orificio de recoleccion,
donde se coloca el extremo de salida de los filtros desechables. Los filtros se
aseguran a las jeringas por medio de un mecanismo de “cuerda” como se muestra
en la Figura 22, evitando que haya espacio para una posible contaminacion.
Ademas, cuenta con un orificio lateral que permite la utilizacion de bombas de vacio
para que por presion negativa se filtre todo el contenido de la jeringa. Finalmente,
el dispositivo cuenta con una adaptacion de rosca o “cuerda” para que se pueda fijar
en el recipiente de recoleccion, permitiendo un sellado completo y poder utilizar la

bomba de vacio para realizar el proceso de filtrado. En la Figura 23, podemos
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observar una vision general de como es el dispositivo con el recipiente de

recoleccion y desconectado de la bomba de vacio.

Figura 23. Visualizacion del dispositivo de filtracion.
Se observa como da soporte a la jeringa que ya
cuenta con su filtro y esta lista para el proceso de
filtrado.

Figura 22. Visualizacion de la jeringa y el filtro
desechable, unidos por el sistema de rosca o cuerda.

DISCUSION

El objetivo de este proyecto fue la caracterizaciéon de SFB obtenido de la industria
carnica para su uso en cultivo celular y compararlo con un SFB comercializado.
Como ya se sabe, el ganado mexicano es apto para la obtencion y produccién del
mismo, ya que México esta libre de las principales enfermedades cuarentenarias

desde su nombramiento en 2016 hasta fecha (42—-44).

Se sabe que la sangre para producir éste reactivo tiene que ser de fetos, es obtenida
por puncién cardiaca para evitar riesgos de contaminacion y debe de ser tomada
por personal altamente capacitado (21). La principal razén para obtener la muestra
a partir de esa etapa gestacional es porque el feto se encuentra dentro de la madre;
esta protegido por la conocida “barrera placentaria”, que es una barrera natural que
defiende al organismo en desarrollo de cualquier tipo de infeccién (45). Otro aspecto
gque ayuda a la defensa del feto es que en el momento de la fecundacion y el 6vulo
llega a la etapa de implantacion en el Gtero, la mayoria de los procesos de
sefalizacion para que este proceso se lleve a cabo son de inflamacion, lo que

significa que las células inmunitarias siempre estan presentes en todo momento,
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aumentando las defensas frente a los contaminantes; lo que confirma que la
obtencion de suero de fetos para cultivo celular es efectivamente la mejor opcion
(46).

Otra de las pruebas que se llevd a cabo en el proyecto, fue la medicién de la
osmolaridad. La osmolaridad es una de las pruebas de mayor importancia por
debajo de las pruebas de esterilidad. La prueba mide la concentracion de solutos
nutrimentales que tienen los reactivos. El mantener los niveles adecuados (dentro
de los estandares) es de vital importancia ya que el presentar los niveles adecuados
permite a las células del cultivo celular crecer de manera rapida y constante,
ademas de evitar malformaciones morfolédgicas por falta de nutrientes. Tal es el caso
de Escorcia y Caballero 2019 (47) y Escorcia, Vergara y Diaz Caballero (2018) (48)
en donde experimentan con diferentes concentraciones de SFB para ver la
proliferacion celular de dos tipos de células bucales. Observan como bajas
concentraciones de lo que normalmente se utiliza (suplementacion al 10% de SFB),
influyen enormemente en el crecimiento y desarrollo de las células, incluso llegan a
provocar cambios morfolégicos en ellas. Por eso, es pertinente tener un suero con
su concentracion establecida (260 — 340 mOsm/Kg H20) ya que, si una baja o nula
suplementacion de SFB afecta directamente a las células, hay que imaginarse que

dafio causaria un SFB que no contenga las concentraciones adecuadas.

Si se observan los resultados, sobre todo enfocandose en la prueba final de
viabilidad celular, se puede observar que, en los 3 grupos a 21 dias de crecimiento,
mantienen el mismo porcentaje de viabilidad. Dicho esto, se puede suponer que el
plasma podria usarse para complementar los medios de cultivo. Aungque en realidad

no seria correcto en lo absoluto.

El problema es el fibrindgeno. El fibrinbgeno es un zimdgeno, el cual es un precursor
enzimatico inactivo que participa principalmente en la cascada de coagulacion, su
funcién primordial es la de formacién de fibrina para la formacion del coagulo que
“tapa” el vaso sanguineo lesionado. Es conocido también como una proenzima que
no requiere de un activador proteico como tal, sino que simplemente con un cambio

bioquimico en el medio puede ser activado. Pero el fibrindgeno, no solamente tiene

e
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esa funcion, también interviene en procesos como la distribucion, adhesion y
sefializacion plaquetaria, proliferacion de fibroblastos y células endoteliales,
cicatrizacion y respuesta inflamatoria; ademas, es capaz de unirse a proteinas como
fibronectina (facilitando su incorporacién a la matriz extracelular), factores de
crecimiento para fibroblastos (FDF-2, B-FGF) y endotelio vascular (VEDF) que
estimulan la angiogénesis, y la interleucina-1p que interviene en inflamacion, por lo
que, es una proenzima de amplio campo de accion (49). Es por eso que el suero
sigue siendo la mejor opcién para suplementar medios de cultivo a comparacién del

plasma.

Finalmente, se encontraron diferencias significativas en algunas de las pruebas de
caracterizacion realizadas, pero nétese que en la prueba de viabilidad ninguno de
los datos tiene un efecto significativo al suplementar el medio de cultivo con suero
el obtenido de la industria carnica. Por lo tanto, aunque el proyecto solamente esta
centrado en una primera etapa de caracterizacion, se puede sugerir que el suero

obtenido puede ser utilizado en cultivos celulares.
CONCLUSIONES

e De acuerdo con los resultados, podemos concluir que el suero obtenido de
la industria carnica no mostré diferencias significativas en los aspectos de
manutencion y proliferacion celular en comparacion con el suero comercial.

e Sino se tiene a disposiciébn SFB, el plasma podria utilizarse en casos de
emergencia como sustituto para mantener ciertos cultivos celulares.

e Si se obtiene un SFB en condiciones asépticas desde la obtencion en el
rastro, hasta su procesamiento en el laboratorio, éste puede ser utilizado para

suplementar medio de cultivo para cultivos celulares.
PROSPECTOS FUTUROS PARA EL PROYECTO

Primeramente, lo que sigue por realizar de este proyecto, son las pruebas faltantes
de deteccidn viral exigidas por la ISIA. Lo anterior, permitira que el suero elaborado

sea acreditado para su distribucion a nivel nacional e internacional. Por otro lado,
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terminar las modificaciones pertinentes del dispositivo de filtracion, con el objetivo
de escalar el volumen del suero a procesar. Finalmente, teniendo estandarizado los
procesos para la obtencion del SFB, realizar un estudio de mercado que permita la
verificacion de costos de produccion y mercado, que permitan culminar con el
posible nacimiento de una pequefia empresa que pueda dedicarse a la produccion

de este reactivo.
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ANEXOS

Anexo 1: Dispositivo de filtracion obtenido por la impresion 3D.

El dispositivo fue creado por medio de impresién 3D con filamento ABS, éste permite
sostener 1 jeringa de 10 ml con su propio filtro. El dispositivo esta hecho de tal forma
que provoca un sellado total entre el mismo filtro y el recipiente de recoleccién, lo
que permite filtrar el suero contenido en las jeringas por medio de una bomba de

vacio y ser recolectado de una manera sencilla y rapida.
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