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Resumen

Los cultivos celulares son excelentes modelos experimentales para evaluar los cambios y
los efectos que tienen al ser expuestos a sustancias de prueba o compuestos
potencialmente tdxicos, por lo que son utilizados en el desarrollo de nuevos farmacos y
el estudio toxicoldgico de diferentes sustancias con potencial uso en humanos. En este
sentido, los cultivos celulares se han venido utilizando para la comprensién de diferentes
fenémenos bioldgicos, por lo tanto, se ha convertido en una herramienta clave en la
formacién de un profesional en Biologia. La Unidad de Toxicidad in vitro (UTi) de la
Universidad CES, es un laboratorio especializado en evaluaciones toxicoldgicas in vitro de
contaminantes ambientales, materias primas, ingredientes y productos terminados,
mediante la implementacion de cultivos celulares como modelos experimentales
alternativos a la experimentacién animal, por lo cual, se propone realizar una pasantia
académica en este laboratorio, en la cual, mediante la participacién de actividades
relacionadas con la prestacion de servicios de toxicidad in vitro, presentacién de informes,
reportes técnicos, capacitaciones en técnicas, equipos y software, se alcancen los objetivos
que posibiliten la practica y adquisicion de conocimiento técnico, cientifico y el
fortalecimiento de habilidades blandas, ya que estos aspectos juegan un papel importante
para la sostenibilidad y crecimiento de una organizacién. En la actualidad la produccién de
conocimiento cientifico en el area de la Toxicologia en Colombia es bajo en comparacién
con otros paises de Latino América, por lo que, formar profesionales en Biologia
especializados en cultivos celulares puede contribuir al incremento de la actividad cientifica
y desarrollo de esta area de investigacion en el pais.
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1. Presentacion

Russell y Burch en 1959, escribieron el libro “los principios de la técnica experimental
humana” en el cual sustentan que la experimentacion toxicoldgica in vivo debe ser
remplazada, reducida y refinada, esto se conoce como el principio de las 3Rs (1).
Actualmente muchos de estos principios propuestos siguen siendo validos, pero el progreso
hacia la obtencidn de estos objetivos propuestos hace mds de cincuenta afios es bastante
lento, a pesar del surgimiento de las ciencias Omicas y el avance tecnoldgico que ha
permitido el planteamiento de hipdtesis para comprender los diferentes procesos
bioldgicos (2). Los cultivos celulares, se han convertido en una de las herramientas mas
utilizadas en biologia celular y molecular, ya que estos, son excelentes modelos para
estudiar la fisiologia y bioquimica de las células bajo condiciones ambientales controladas.
Ademas, son implementados como modelos experimentales para evaluar los cambios y los
efectos que tienen al ser expuestos a sustancias de prueba o compuestos potencialmente
toxicos, por lo que, son utilizados en el desarrollo de nuevos farmacos, cosméticos vy la
fabricacidn a gran escala de multiples compuestos bioldgicos (3). La comprensidn de los
mecanismos toxicoldgicos probablemente han sido la Unica forma de garantizar la
seguridad en el uso de productos de uso humano, por lo que, parece légico empezar a
adoptar los cultivos celulares como modelos para mejorar la prediccidon de las pruebas
toxicolégicas y reducir la carga sobre los mamiferos (no humanos) que histéricamente han
sido utilizados para estos ensayos (3, 4).

Adicionalmente, la contaminacién del aire se ha convertido en un importante riesgo para la
salud publica a nivel mundial, tanto en paises desarrollados, como en paises en desarrollo.
Cada afio la exposicidon a contaminantes del aire tanto en espacios abiertos como en
espacios interiores, causa alrededor de 7 millones de muertes a nivel mundial, segiin datos
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (5). En abril de 2022 la OMS reporté que el
99% de la poblacion mundial vive en lugares donde los niveles de contaminacién del aire
superan los limites de las directrices establecidas (6). Las ciudades mas afectadas han
implementado amplias redes de monitoreo de la calidad del aire, pero estas redes se
dedican a la medicidn de espacios exteriores, por lo que, existe una limitante para
caracterizar la calidad del aire al interior de las infraestructuras urbanas y zonas rurales con
alta diversidad bioldgica, ya que, estos contaminantes también afectan a otras especies (7
p. 15, 32).

En esta pasantia, se pretendié poner a prueba y fortalecer las habilidades adquiridas
durante mi proceso de formacién como Bidlogo en la Universidad CES, en un contexto
laboral relacionado con los cultivos de células animales y sus aplicaciones para la
implementacién de evaluaciones toxicoldgicas alternativas a la experimentacidén animal. En
el desarrollo, las actividades principales estuvieron asociadas a los procesos de
mantenimiento y uso de las lineas celulares, ademas, también ejecuté las pruebas y el
analisis de datos para poner a punto un dispositivo de captacion y medicion de
contaminantes del aire, ya que, en la evaluacion del riesgo, ademas de evaluar los efectos
téxicos de una sustancia, también se debe tener en cuenta la exposicion a esta.



2. Resena de la institucion

La Universidad CES es una Universidad auténoma, de caracter privado, no confesional, sin
animo de lucro y autosostenible de la ciudad de Medellin, Colombia. Fue fundada el 5 de
julio de 1977 como Instituto de Ciencias de la Salud CES. En el 2007 recibio del Ministerio
de Educaciéon de Colombia la resolucién 1371 del 22 de marzo que la reconoce como
Universidad (8). La Unidad de Toxicidad in vitro de la Universidad CES, ubicada en la Sede
Poblado, nace como una idea de emprendimiento desde el programa de Biologia de la
Facultad de Ciencias y Biotecnologia, es un laboratorio especializado en evaluaciones
toxicolégicas in vitro de contaminantes ambientales, materias primas, ingredientes vy
productos terminados, mediante la implementacién de cultivos celulares como modelos
experimentales alternativos a la experimentacién animal (9). La UTi trabaja con cultivos en
2D y viene implementando el cultivo 3D de células con diferentes fines comerciales, sus
procedimientos cumplen con los estandares de calidad NTC- ISO/IEC17025 y se ejecutan
bajo la normativa de las buenas practicas de laboratorio de la Organizaciéon para la
Cooperacién y el Desarrollo Econémico (BPL-OCDE). Actualmente, la UTi estd en proceso de
fortalecimiento de esta linea de trabajo mediante la formacién de capital humano, con el
propédsito de ofrecer nuevas alternativas para la evaluacion toxicolégica de sustancias y
contribuir con el desarrollo del sector toxicolégico, cosmético y farmacéutico del pais (10).

3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Adquirir habilidades duras y blandas en un entorno laboral relacionado con cultivos de
células animales aplicados como modelos de evaluacién toxicoldgica.
3.2 Objetivos especificos
e Reconocer las ventajas y las limitaciones de los cultivos de células animales en
monocapa y tridimensionales.
e Adquirir experiencia en el cultivo de células animales en monocapa vy
tridimensionales.
e Fortalecer los criterios para el andlisis e interpretacidn de resultados de toxicidad de
sustancias.
e Reconocer las pautas establecidas para la elaboracién de reportes e informes

técnicos correctamente.
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Logros alcanzados

Capacitado en normas, procedimientos y controles para el manejo seguro de

agentes quimicos.
Capacitado en aplicacidon de los principios BPL OCDE para implementacion en
entidades de ensayo.

Conocimiento de las normas de bioseguridad y los protocolos utilizados en cultivos

de células animales 2D, 3D.

Conocimiento en el uso de los equipos de laboratorio implementados para el

mantenimiento y uso de los cultivos de células animales 2D, 3D.

Conocimiento en la aplicacion de pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad de

compuestos sobre lineas celulares animales.

Conocimiento en programacién de sensores ambientales mediante placa de

desarrollo de cédigo abierto y el software Arduino IDE.

Conocimiento en analisis e interpretaciones de datos instrumentales y su

relacionamiento con los fendmenos de contaminacion del aire.
Elaboracién de reportes técnicos y guias de uso.

Elaboraciéon del proyecto innovador “Equipo de medicion y captaciéon de
contaminantes del aire” presentado en la version XXl de las jornadas de innovacién

e investigacion de la universidad CES.

Conocimiento en el uso de programas para la elaboracion de infografias vy
presentaciones orales que permiten realizar actividades que fomentan la
apropiacién social del conocimiento.

Entrevistado en Teleantioquia Noticias para explicar las funciones y aplicaciones del
equipo de medicién y captacion de contaminantes del aire.

Participacién como asistente del taller de cultivo de células internacional dictado

por la UTi de la Universidad CES.



5. Resultados

5.1 Cultivo de células, aplicaciones y perspectiva futura

El termino cultivo celular, hace referencia al procedimiento mediante el cual se remueven
células de un animal o planta, que posteriormente son cultivadas en un ambiente artificial
favorable. Estas células pueden ser extraidas directamente de tejidos y disgregadas
mediante métodos enzimaticos o mecanicos (3). Los cultivos celulares tridimensionales
(3D), permiten a las células crecer e interactuar en un ambiente extracelular en tres
dimensiones, a diferencia de los cultivos tradicionales bidimensionales (2D), los cuales son
cultivados en una placa formando una monocapa plana. La popularidad de los modelos 3D
ha incrementado gracias a que, ademds de ser una mejor representacion de los tejidos in
vivo y, por ende, mas relevantes fisiolégicamente, prometen ser una alternativa para
promover la erradicacion de la experimentacién con animales (3). Aunque la
experimentaciéon animal ha traido la mayoria de los beneficios a la medicina moderna e
innumerables avances en el conocimiento cientifico base, se ha comprobado que los
modelos experimentales basados en similitudes entre especies no se representan entre si,
debido a que las especies han evolucionado segun nichos ambientales especificos, lo que
implica que presentan antecedentes genéticos, fisiologias y metabolismos divergentes (1 p.
64, 84).

Los cultivos celulares implementados como modelos experimentales se han vuelto muy
relevantes en el mundo para la industria cosmética y farmacéutica, ya que estos necesitan
constantemente garantizar que sus productos sean seguros para el uso de sus
consumidores, ademas del constante interés por descubrir nuevos ingredientes de origen
natural, por lo que, paises lideres en este sector como India, China y Estados Unidos son los
que mas publicaciones cientificas han producido en las ultimas dos décadas (11). En Latino
América, Brasil es el pais lider en este sector, seguido por Colombia, pero muy por debajo
en términos de producciones cientificas publicadas en los ultimos afios (12), por lo que,
podriamos decir que Colombia, es un pais que apenas se esta desarrollando en este sector
y debido a la fuerte tendencia que existe en el mercado hacia el consumo de productos
naturales y amigables con el ambiente, convierten este territorio en potencia para la
generacién de materias primas para la industria de productos cosméticos y farmacéuticos
debido a su alta biodiversidad (13).

Todas las actividades ejecutadas en esta pasantia (capacitaciones, participacidon en la
prestacion de servicios y proyectos de investigacién) aportan al cumplimiento de los
objetivos especificos de manera simultanea, ya que, en el desarrollo de las actividades se
esta reconociendo las ventajas y las limitantes de los cultivos de células a la vez que se
adquiere experiencia en el cultivo, en la interpretacion de resultados y la elaboracién de
informes técnicos. Estas actividades a su vez estaran aportando constantemente nuevos
conocimientos y habilidades que se alinean con el objetivo general de la pasantia.



5.2 Capacitaciones

La UTi es un laboratorio de ensayo donde se llevan a cabo actividades de docencia,
investigacion y extensiodn, por lo que, durante las primeras semanas de ejecucién de la
pasantia, recibi capacitaciones de bioseguridad, primeros auxilios y en normas,
procedimientos y controles para el manejo seguro de agentes quimicos. También recibi
capacitacién para el correcto uso de incubadoras, micropipetas, centrifugas, cabinas de
bioseguridad, cabina de extraccién de gases, autoclave, espectrofotometro, sonicador,
rotaevaporador, plancha de agitacion magnética, sensor de pH, balanza analitica,
microscopio invertido, microscopio de contraste de fases, cdmara de neubauer y
bioimpresora 3D. Por ultimo, recibi certificacién en aplicacidn de los principios BPL OCDE
para implementacién en entidades de ensayo otorgado por GQSP Colombia — Programa de
Calidad para la Cadena de Quimicos.

5.3 Mantenimiento de las lineas celulares

Las dos areas del laboratorio donde se ejecutan todas las actividades relacionadas con los
cultivos de células son el drea comun y el cuarto de células. En el drea comun se encuentran
ubicados los equipos necesarios para la preparacion de soluciones, como lo son la plancha
de agitacidn magnética, el sensor de pH y la balanza analitica, alli también se encuentra
ubicado el banco de células, nombre que se le da a las lineas celulares de stock que son
almacenadas en nitrégeno liquido, estas lineas celulares pueden ser descongeladas y
posteriormente subcultivadas para el establecimiento de lineas celulares de trabajo. Los
subcultivos se realizan en el cuarto de células, un espacio dotado con una cabina de
bioseguridad, incubadoras, microscopio de contraste fases y microscopio invertido, en el
cual, se deben seguir estrictos protocolos de bioseguridad para evitar la contaminacion de
los cultivos. Los subcultivos se llevaran a cabo segun las caracteristicas de cada linea celular,
en general, las células pueden ser cultivadas en suspensidon o formando una monocapa. La
UTi cuenta con su propio protocolo estandarizado para las lineas celulares CHO-K1 y V79
(monocapa) y L5178YTK (suspensidn), estos protocolos pueden ser ajustados a otros tipos
de lineas celulares, cada que un cultivo alcanza el nivel maximo permitido de confluencia es
subcultivado nuevamente. La concentracién celular de un subcultivo puede ser
determinada mediante el uso de camara de Neubauer. En cuanto a los cultivos de células
3D se utiliza la técnica de cultivo de esferoides por gota colgante, ya que las células al
interior de esta gota tienden a agregarse y formar estructuras 3D, como se observa en la
linea celular HEKOO1 (Figura 1). Durante el desarrollo de la pasantia tuve la oportunidad de
participar del mantenimiento de las lineas celulares BALB/3T3 (fibroblasto de ratén), CHO-
K1 (ovario de hamster chino), CACO (cédncer de colon), MDA-BD-231 (cancer de mama) y
THP-1 (leucemia).



Figura 1. Fotografia de un esferoide de queratinocitos humanos (HEKOO1), tomada con
microscopio tipo lapiz.
5.4 Pruebas de toxicidad in vitro

La UTi ofrece en su portafolio diferentes pruebas de toxicidad, las cuales, pueden ser
clasificadas en pruebas genotdxicas y citotdxicas. En las pruebas genotdxicas se evaltan los
dafios en la estructura del ADN en las células causados por las sustancias de prueba; en las
pruebas citotdxicas se evalla la viabilidad celular mediante la cuantificacién de la
absorbancia a través del uso de un espectrofotometro después de ser expuesto el cultivo
celular a la sustancia de prueba. En el tiempo de ejecucién de la pasantia tuve la
oportunidad de observar y participar durante la ejecucién de dos pruebas de genotoxicidad
llamadas aberraciones cromosémicas y micronucleos.

5.4.1 Aberraciones cromosémicas (OCDE 473)

El objetivo de la prueba de aberracion cromosdmica in vitro es identificar las sustancias que
causan aberraciones cromosOmicas estructurales en células de mamifero cultivadas. Las
aberraciones estructurales pueden ocurrir en el cromosoma o en la cromatida. La prueba
de aberracion cromosdmica in vitro puede emplear cultivos de lineas celulares establecidas
o cultivos celulares primarios de origen humano o de roedores. Las células utilizadas deben
seleccionarse en funcién de la capacidad de crecimiento en cultivo, la estabilidad del
cariotipo y la frecuencia espontanea de aberraciones cromosémicas (14). En la Figura 2 se
muestra un ejemplo de una aberracién cromosdmica.

10



Figura 2. Fotografia del control positivo de la prueba de aberraciones cromosdmicas, se
observa que una parte del cromosoma se ha desprendido y ha formado un anillo, tomada
con microscopio de contraste de fases.

5.4.2 Microntcleos (OCDE 474)

La prueba de micronucleos se utiliza para detectar los dafios inducidos por la sustancia de
prueba a los cromosomas o al aparato mitético de la linea celular empleada. El objetivo de
la prueba de micronucleos es identificar las sustancias que causan dafios citogenéticos que
dan lugar a la formacién de micronucleos que contienen fragmentos de cromosomas
rezagados o cromosomas enteros. Las células de la linea CHO-K1, en este caso, son
cultivadas y expuestas a la sustancia de ensayo con y sin activacién metabdlica con sus
respetivos controles; después de la exposicion a la sustancia de ensayo, las células se
cultivan con medio MEM + citocalasina B durante un periodo suficiente para permitir la
formacién de células binucleadas y de micronucleos. La visualizacion o deteccién de
micronucleos es facilitado en estas células porque carecen de un nucleo principal (15), en
la Figura 3 se muestra una célula binucleada por efecto de la citocalasina B.
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Figura 3. Fotografia de célula binucleada, tomada con microscopio de contraste de fases.

5.5 Equipo de medicion y captacion de contaminantes del aire

Este dispositivo se me asigné como tarea con la finalidad de comprender tanto su hardware
como su software y ejecutar ejercicios exploratorios que permitan su puesta a punto y
validacién. El dispositivo fue probado y validado, todo el proceso esta consignado en el
informe final del equipo y su respectiva guia de uso, documentos que reposan en los
archivos de la UTi. El equipo de medicién y captacién de contaminantes del aire (Figura 4),
estd constituido por una placa de desarrollo de cédigo abierto llamada Linkit One, la cual,
fue programada mediante el uso del lenguaje de programacién C++ para ser acoplada a tres
sensores: SPS30 (Material particulado), BM280 (Humedad, Presién, Temperatura, Altitud),
ZE27(0zono). Ademas, el equipo cuenta con tres antenas: GSM (antena dispositivos
moviles), Wifi + bluetooth, GPS (sistema de posicionamiento global). La fuente de energia
es una bateria recargable tipo LiPo 3.7V 6000 mAh. Todas las partes electrdnicas estan
dentro de una caja de derivacién, la cual estd disefiada para resistir la corrosién. En la parte
exterior del equipo se encuentra acoplado un ventilador que estd conectado a los
impactadores en cascada, los cuales, son piezas metdlicas agrupadas por discos y en el
espacio entre cada disco se disponen filtros disefiados para capturar distintos tamafios de
particulas, permitiendo la separacion por tamafios del material particulado presente en el
aire. El dispositivo cuenta con dos variaciones en su programaciéon para la toma y
almacenamiento de datos: Los datos pueden ser monitoreados y almacenados en tiempo
real a través la vinculacion del dispositivo con la plataforma Ubidots mediante el uso de una
SIM card con datos méviles; los datos pueden ser almacenados en una memoria SD y son
recuperados manualmente por medio de la conexién USB a un computador. Este dispositivo
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fue presentado en las XXI jornadas de investigaciéon e innovacion de la Universidad CES
como un bien econdmico que podra ser implementado por cualquiera de los diferentes
sectores econdmicos y su uso dependera de los intereses particulares de cada usuario. El
dispositivo fue disefiado y puesto a punto para caracterizar la calidad del aire de
microambientes y capturar material particulado, sus aplicaciones pueden ser de tipo
domeéstico, ocupacional, procesos educativos y de investigacion.

Figura 4. Equipo de medicidon y captura de contaminantes del aire.

5.6 Gestion documental

En cuanto al apoyo en la gestion documental de la UTi, se me designd la revision de seis
formatos con la tarea de actualizarlos y revisar que estuvieran correctos, solo los formatos
de temperatura y humedad del archivador fueron modificados en su estructura, pasando
de tener registros para mafiana y tarde a solo un registro por dia, este cambio se realiza
debido a que en los registros pasados de estos formatos se encontré que no habia mucha
fluctuacién de estas variables entre mafiana y tarde. A los demds formatos sélo se les
corrigid aspectos de edicién del formato, también se generd una nueva guia de uso para el
equipo horno secador y una infografia (Figura 5) para la socializacién de las problematicas
causadas por la contaminacién del aire en el Valle de Aburrd en el marco de la actividad Un
Dia CES. En cuanto a los equipos de medicién y captura de contaminantes del aire, se
actualizé la guia de uso, se generd el informe final, dos archivos de modos programacion y
la escritura del proyecto innovador “Equipo de medicidn y captura de contaminantes del
aire”.
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Figura 5. Infografia sobre los factores que afectan la calidad del aire en el Valle de Aburra,
efectos en la salud, escalas de medicién, propuestas que hace la UTi para abordar la
problematica y algunas recomendaciones.

6. Conclusiones

e La Unidad de Toxicidad in vitro de la Universidad CES, es un laboratorio en el cual se
puede formar un estudiante de Biologia en el campo de los cultivos celulares, en
donde, ademas se pueden desarrollar nuevas habilidades (duras y blandas) y
reforzar las adquiridas durante el curso del pregrado académico.

e Los cultivos de células animales son una herramienta clave para la erradicacion de
la experimentacidon animal para la evaluacién de sustancias toxicas, mediante el
surgimiento de las nuevas técnicas de cultivo (3D), que han demostrado ser mas
representativas de los tejidos in vivo y por ende mejores modelos experimentales.

e Los cultivos de células y los dispositivos de medicidn y captacion de contaminantes
del aire seran un gran aporte para abordar las preguntas de investigacion que surgen
en relacion con la problematica mundial que se enfrenta actualmente por la
polucion del aire.
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7. Recomendaciones

En caso de que otros estudiantes estén interesados en realizar esta pasantia se tiene las
siguientes recomendaciones. Los estudiantes deben contar con mayor disponibilidad de
tiempo, ya que los procedimientos experimentales que se llevan a cabo en la UTi tienen un
cronograma ajustado a los protocolos experimentales y no a la disponibilidad del
estudiante, esta condicién, no permite que el estudiante aproveche totalmente los
procesos de formacidon. Recomiendo, ademas, que la modalidad de pasantia como trabajo
de grado se haga por un periodo de un afo, medio tiempo o de un semestre, tiempo
completo.
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