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Resumen

La ingenieria de tejidos es una ciencia que ha estado en expansion desde sus
inicios, siendo principalmente utilizada en el &rea clinica para tratamientos de regeneracion
de tejidos, pero que actualmente esta teniendo aportes en el area de alimentacion. Es en este
contexto en el que la ingenieria de tejidos puede ser una opcidn para la generacion de carne
in-vitro, con células de musculo esquelético, lo que tendria un gran impacto en el medio
ambiente, siendo una posible respuesta a los problemas que causa la industria ganadera, como
la contaminacidn en sus procesos, deforestacion y maltrato animal. Este proyecto esta
enfocado en la generacidn de carne in-vitro, utilizando scaffolds de materiales no derivados
de mamiferos, sembrados con células de la linea celular C2C12, correspondiente a
mioblastos. Se utiliz6 un scaffold microestructurado de superficie acanalada, lo que deberia
ayudar a las células en su proceso de colonizacion y diferenciacion y se utilizaron dos
distintas concentraciones celulares. Para evaluar la efectividad de este scaffold
microestructurado y la 6ptima concentracion celular, se utilizé procesamiento histoldgico de
rutina, técnica de tincion histoquimica Tricromico de Arteta para describir la morfologia
celular e inmunohistoquimica para identificar distintos estados celulares con marcadores de
proliferacion, diferenciacion y muerte celular, ademas de un conteo celular y medicién del
perimetro de grupos celulares. Los resultados obtenidos mostraron similar morfologia celular
en todas las situaciones y en cuanto a los estados celulares, los resultados de conteo e
inmunohistoquimica no fueron concluyentes en todas las situaciones, pero si demostraron
que la mayor cantidad de células en diferenciacion y la menor cantidad de células con muerte
celular se dio en el scaffold sin microestructura con un millén de células, por lo cual este
seria el mas adecuado para las células. Esta tesis esta inserta en el marco del Proyecto
FONDECYT 1160311.
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Ingenieria tisular, scaffold, diferenciacion muscular, linea celular C2C12,
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Listado de Abreviaciones

MRF: Factores reguladores miogénicos

IHQ: Inmunohistoquimica

ABC: Complejo Avidina- Biotina

PCNA: Antigeno nuclear de proliferacion celular
BrdU: Bromodesoxiuridina

S/M.E: Sin Microestructura

C/M.E: Con Microestructura
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Capitulo 1: Introduccion

La ingenieria tisular surgi6 a comienzos de la década de los 90, principalmente
para mejorar las limitaciones de los injertos y reparacion de tejidos, utilizando un material
biodegradable y poroso denominado scaffold, el cual aloja células con la capacidad de
proliferar y diferenciarse, como matriz biopolimérica que aporte a la generacion de tejidos
(1). La ingenieria de tejidos no tiene solamente aplicaciones clinicas, sino que también se
esta desarrollando dentro del &rea de alimentacion, por ejemplo, con la idea de producir carne
in-vitro, utilizando células de muasculo esquelético. En el area de la alimentacion, la cual es
el fin de este experimento, la produccion de carne in vitro a partir de la generacion de tejido
muscular aun es una idea que estd desarrollandose. Esta idea ayudaria a mejorar los
problemas ambientales relacionados con la ganaderia, la transmision de enfermedades

contagiosas de animales y el sufrimiento animal (2).

En esta investigacion se utilizé para la produccién de tejido muscular un scaffold
fabricado con biomateriales no derivados de mamiferos, en la idea de generar carne in vitro,
dejando de usar biomateriales derivados de animales para su produccion, contribuyendo asi
al medio ambiente y el bienestar animal. Ademas, se utilizaron dos distintos tipos de
microestructura de scaffold para ver el efecto de la microestructura en el desarrollo de las
celulas, como también dos concentraciones celulares para evaluar la éptima concentracion
de sembrado. Para poder evaluar el efecto de la microestructura del scaffold y la
concentracion celular, se describieron la morfologia celular y se identificaron los distintos

estados de las células, a través de observacion microscépica y técnica inmunohistoquimica.

1.1. Scaffold

La ingenieria de tejidos tiene tres bases fundamentales: 1) Scaffolds, que proveen
estructura para el crecimiento celular; 2) Células, que generardn el tejido deseado; y 3)
Moléculas bioactivas, encargadas de la sefializacion celular, que tendra efecto sobre el

desarrollo y fenotipo de las células. Los scaffolds proveen el sustrato para que las células
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puedan crecer y desarrollarse, ademas al ser cubiertos con moléculas bioactivas, que inducen
crecimiento, diferenciacién y actividad metabdlica en las células, el scaffold actda como un
sistema de administracion de estas moléculas (3). Es la interaccién de estos tres elementos lo

que permite el desarrollo de tejidos.

Los scaffolds significan proporcionar una matriz de cultivo celular en tres
dimensiones para generar un tejido. Por el contrario, el tradicional cultivo en dos dimensiones
tiene sus limitaciones, ya que no imita o permite las condiciones que ocurren in Vvivo,
afectando la morfologia y fisiologia de células, en cambio. Los cultivos tridimensionales
imitan de mejor manera las condiciones del tejido, lo que se traduce en una mejor

complejidad estructural, homeostasis y similitud con tejidos y 6rganos (4)

Los scaffolds son una herramienta ampliamente utilizada en la ingenieria tisular,
que dan soporte y estructura a las células, simulando algunas propiedades de la matriz
extracelular. Principalmente se utilizan scaffolds en dos situaciones: para dirigir el
crecimiento de células que migran de tejidos cercanos, o para permitir el crecimiento de
celulas sembradas en estas estructuras porosas, debiendo facilitar la adhesion, migracion,
desarrollo, proliferacion y diferenciacion celular (3). Para ser adecuados en su uso en
ingenieria tisular, los scaffolds deben tener caracteristicas especiales en su microestructura,
como por ejemplo alta porosidad y area de superficie, resistencia estructural y formas
tridimensionales especificas. Asi, el scaffold debiera imitar la estructura y propiedades de un
tejido humano, dirigiendo mejor el crecimiento y diferenciacion de las células. Ademas, en
muchos casos deben ser fabricados con materiales biodegradables, debido a que el rol de

estos scaffolds es temporal (5).

Los materiales méas usados en la construccién de scaffolds son los biopolimeros,
los cuales poseen caracteristicas como flexibilidad de disefio, ser biodegradables y se pueden
adaptar a necesidades que se requieran. Los biopolimeros mas utilizados cominmente son el
colageno, quitosano, poliglicolicos, polilacticos, policaprolactonas, entre otros. Para el
desarrollo de los scaffolds se utilizan normalmente biomateriales compuestos, que permite
potenciar las propiedades de los materiales a utilizar, para esto es esencial que los materiales

sean biocompatibles (6).
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Para el scaffold de este experimento se utilizaron biomateriales no derivados de
mamiferos: gelatina de pez, alginato, agarosa y sorbitol. La gelatina se obtiene de la hidrolisis
parcial del colageno, proveniente de huesos, tendones y piel, y se utiliza por ser facil de
procesar, ser biocompatible y poseer la secuencia de aminoacidos Arg-Gly-Asp (RGD), lo
que proporciona muchos sitios de union que permiten la adhesion celular y diferenciacion;
sin embargo, presenta rapida deformacion y baja resistencia a traccion, por lo que suele
utilizarse en combinacion con otros biopolimeros. El alginato es un polimero lineal derivado
de algas, es biodegradable, biocompatible, hidrofilico y no toxico, se ha utilizado
principalmente en scaffolds para regeneracion de cartilago, higado y miocardio (6). La
agarosa es un polisacérido extraido de algas, el cual al ser disuelto en agua forma un gel con
una red rigida y tridimensional, plastica y porosa, y ha demostrado ser altamente
biocompatible (7). Sorbitol es un polialcohol biocompatible que se encuentra principalmente
en algas rojas Yy frutas, se utiliza como un plastificante, para mejorar las propiedades fisicas

y mecanicas de algunos compuestos mas frégiles (8).

Existen distintos tipos de scaffolds: fibrosos, porosos e hidrogeles. Los scaffolds
fibrosos se desarrollan con biomateriales fibrilares tales como colageno, elastina o laminina,
donde el didmetro y la estructura de la fibra pueden afectar el comportamiento y la
organizacion celular, pueden imitar una matriz extracelular originaria de algunos tejidos, ya
que estas pueden estar compuestas de gran cantidad de proteinas fibrosas. Los scaffolds
porosos aportan un area de superficie mayor, que permite mayor adhesion de las células,
proliferacion y diferenciacion, ademas la interconectividad entre los poros permite la
infiltracion de células del tejido huésped y neovascularizacion, por lo que este tipo de scaffold
ha sido ampliamente utilizado en el crecimiento celular para generar tejidos funcionales. Por
ultimo, los scaffolds de hidrogeles se fabrican mediante la formacion de una red de polimeros
que se unen de forma covalente, son faciles de moldear y resistentes mecanicamente, y solo
cumplen con la funcion de ser soportes celulares, ayudando en el crecimiento tridimensional

de las células (6).

Para la fabricacion de los scaffolds existen diversas técnicas, siendo la utilizada
en este experimento la técnica de Freeze- drying, que es una de las mas usadas. Este método

consiste en bajar la temperatura de la solucién de biopolimero que se utilizara hasta congelar
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la solucidn, luego se procede a realizar un proceso de liofilizacién, en el cual se elimina el
solvente de la solucidn por sublimacion (paso de estado sélido a gaseoso sin pasar por
liquido), para asi obtener solo la parte sdlida de la solucion, la cual mantiene su estructura

porosa (6).

1.2. Mdusculo

El tejido muscular corresponde a uno de los cuatro tejidos basicos que componen
el organismo humano, forma parte del aparato locomotor, el cual junto con los huesos y
articulaciones permite el movimiento y la interaccion con el entorno. Las células musculares
(también llamadas miocitos, miofibras o fibras musculares), tienen la capacidad de
contraerse, lo que permite la locomocion del cuerpo, bombeo cardiaco, y movimientos de

muchos 6rganos (9).

Las células musculares que forman parte de la musculatura esquelética forman
un sincicio alargado y multinucleado, denominado miotubo, que se origina de la fusion de
mioblastos procedentes del mesodermo durante la etapa embrionaria (5). Este miotubo mide
entre 10 a 100 um de diametro, pudiendo alcanzar varios centimetros de longitud (9). Para
que los mioblastos puedan dar origen a estos tubos multinucleados, tienen que ocurrir dos
eventos controlados por factores reguladores miogénicos (MRF): el primero es la pérdida de
la capacidad de proliferacion de la célula precursora (mioblasto), debido al aumento de
factores reguladores miogénicos (Myf5 y MyoD) y la disminucion del factor transcripcional
Pax 7. El segundo evento es la diferenciacion terminal de los mioblastos que ocurre por

accion de otros factores reguladores miogénicos: Miogenina y MRF4 (10).

Los cuatro MRF, anteriormente mencionados, han sido ampliamente estudiados,
y hoy se tiene un mayor entendimiento de su funcién gracias a los experimentos de
diferenciacion muscular en modelos de cultivo tisular. Estos factores tienen la capacidad de
convertir en masculo muchos tipos celulares que no son musculares. Los factores MyoD y
Myf5 son genéticamente redundantes, pero tienen funciones reguladoras distintas en la

miogénesis; sin embargo, ambos se expresan en mioblastos desde la etapa de proliferacion y
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su expresion se mantiene estable hasta la etapa de diferenciacion. Mientras que Miogenina y
MRF4 se expresan en la etapa de diferenciacion junto con MyoD y Myf5, son factores
reguladores de transcripcion para la activacion de genes codificadores de proteinas

musculares contractiles (11).

Existen tres tipos de musculatura: esquelética, cardiaca y lisa. Todos estos tipos
de musculos estdn formados por células alargadas, que comparten la capacidad de
contraccion, pero que a su vez varian en morfologia, funcién y ubicacion. EI musculo
esquelético y cardiaco son estriados porque presentan un patrén de bandas claras y oscuras
que son producto de la disposicion de las fibras de actina y miosina (responsables de la
contraccion muscular). En cambio, la musculatura lisa no presenta este patrén de bandas.
Unas caracteristicas en comun que comparten el masculo cardiaco y liso es que ambos
presentan un dnico nucleo central, a diferencia del mdsculo esquelético, que presenta varios
nacleos en disposicion periférica. Los musculos cardiaco y liso son de contraccion
involuntaria, pero el musculo esquelético tiene contraccion voluntaria. El musculo
esquelético se encuentra unido a los huesos y permite los movimientos voluntarios del
cuerpo. ElI madsculo cardiaco se encuentra exclusivamente en el corazon y sus movimientos
permiten bombear la sangre para que llegue a todos los tejidos del organismo. EI musculo
liso se encuentra en distintas partes del cuerpo, como en las paredes de los vasos sanguineos,

tubo digestivo y visceras, siendo su contraccion involuntaria (10).

El masculo esquelético estd rodeado por capas de tejido conectivo, que en sus
extremos forman los tendones, que permiten la insercion de los masculos a los huesos. Cada
una de las miofibras del musculo esquelético, estan cubiertas por una capa de fibras
reticulares y matriz extracelular, denominada endomisio. Las miofibras se agrupan en
fasciculos, los que a su vez son revestidos por el perimisio. Finalmente, los fasciculos se
agrupan para formar el muasculo propiamente tal, que esta revestido por el epimisio, que es
una capa de tejido conectivo denso. Estas vainas de tejido conectivo que rodean las fibras
musculares permiten que los capilares y nervios puedan alcanzar hasta el interior del

musculo, asi se garantiza que todas las células musculares estén irrigadas e inervadas (10).

Existe una poblacién de células ubicadas bajo el endomisio que estan en un

estado mitoticamente quiescente (GO0), estas células son denominadas células satélite. Las
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células satélite participan en el proceso de regeneracion muscular en caso de dafio o injuria.
Para que ocurra la regeneracion muscular son necesarios tres procesos: debe haber una
respuesta inflamatoria en el masculo; la activacion, diferenciacion y fusion de células satélite;
y finalmente la maduracion y remodelamiento de las nuevas miofibras formadas. Las células
satélite en su estado quiescente expresan los factores Pax 7 y Myf5, pero no MyoD o
Miogenina. Al ser activadas las células satélite por las sefiales de inflamacion en el medio
que las rodea, éstas salen de su estado quiescente y comienzan la etapa de proliferacion. Para
el proceso de regeneracion las células satélite migran desde toda la miofibra hacia el lugar

donde ocurrio la injuria (12).

Las células satélite en proliferacion y su progenie reciben el nombre de células
precursoras musculares o mioblastos adultos, los cuales expresan los factores MyoD y Myf5.
Luego los mioblastos adultos comienzan la etapa inicial de diferenciacién, por la disminucion
del factor Pax 7, mientras que la etapa terminal de diferenciacion ocurre por el aumento de
la expresion de Miogenina, que permite la fusion de los mioblastos adultos para formar los
miotubos, finalizando con la activacion de las proteinas contractiles. Durante este proceso de
regeneracion las células satélite activadas tienen la capacidad para volver al estado quiescente

y asi mantener una poblacion de células satélite que permita la integridad del masculo (12).

1.3. Linea celular

La linea celular C2C12 corresponde a mioblastos de Mus musculus (ratén
comun), derivadas de células satélites y su comportamiento es de células progenitoras de
linaje. Estas células son un subclon de mioblastos C2 vy tiene la propiedad de diferenciarse
rapidamente cuando se cambia su medio de cultivo, formando miotubos con propiedad
contractil y produciendo las proteinas musculares caracteristicas de este tejido. Es por esto
que se utiliza esta linea celular para estudiar el proceso de miogénesis y metabolismo de las

células musculares (13)-(14).

Cuando estas celulas son cultivadas, aun sin diferenciacion, presentan forma

estrellada o fusiforme, midiendo entre 20-80 um, con un nucleo central y numerosos
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nucléolos, y presentan filamentos de actina y miosina, distribuidos en el citoplasma y
alrededor del ndcleo, respectivamente. En una etapa intermedia de diferenciacion las células
comienzan a tomar una forma més alargada y ya aparece una distribucién inicial de
miofibrillas. Cuando las células ya alcanzaron una alta diferenciacion se forman los
miotubos, estructuras fusiformes alargadas, que miden entre 100-600 um de longitud y 30-
50 um de grosor, con numerosos ndcleos y que presentan sarcomeros y miofibrillas en su

citoplasma (14).

El cultivo de células requiere un ambiente 6ptimo que depende de 3 factores:
temperatura, mezcla de gases y humedad; todos estos controladas por el incubador de COo,
equipo encargado de regular el ambiente del cultivo. La temperatura éptima de cultivo de la
mayoria de las células derivadas de mamiferos es de 36,5°C, pudiendo tener una variacion
de £ 5°C, ya que esta es la temperatura tipica que se encuentra in vivo en los mamiferos. En
cuanto a la mezcla de gases, el O.y CO; son los que més influencia tienen sobre el cultivo,
siendo la concentracion normal de O>de 21% en el aire, la adecuada para el cultivo, mientras
que la concentracion de CO- tiene que ser de 5% para que se mantenga un pH cercano al
neutro en el medio de cultivo. La humedad del cultivo debe ser elevada para evitar que se
evapore el agua, lo que causaria un cambio en la presion osmoética del cultivo, para esto el
incubador contiene depositos de agua estéril que mantienen los niveles de humedad estables

para el buen desarrollo del cultivo (15).

Para el cultivo de estas células se utilizan soluciones con nutrientes, tales como
medio de cultivo y sueros. ElI medio de cultivo es una solucion sintética que permite la
supervivencia de las células (pero no la proliferacion ni diferenciacion de éstas) a través de
los nutrientes en su composicion, tales como aminodacidos, vitaminas, lipidos, carbohidratos
0 algun nucleésido. En cambio, los sueros son derivados de animales, a partir de su sangre,
de la cual se elimina el componente celular y el fibrindgeno, obteniendo un suero alto en
nutrientes, con gran cantidad de sales, carbohidratos, vitaminas, aminoacidos, lipidos,
proteinas, hormonas y factores de crecimiento. Sin embargo, la composicion especifica de
los sueros es desconocida y puede ser variable. Los sueros permiten la proliferacion y
diferenciacion de las células, siendo los sueros derivados de animales fetales los que tienen

mayor propiedad mitogénica. En el cultivo de las células C2C12 se utiliza Suero Bovino
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Fetal durante la etapa de proliferacion de las células, mientras que, para inducir
diferenciacion en las células, este suero debe ser removido y cambiado por Suero de Caballo,
antes de que las células alcancen confluencia (15).

1.4. Inmunohistoquimica

La técnica inmunohistoquimica (IHQ) se utiliza para identificar distintas
proteinas especificas, a través de una reaccion inmunologica que aprovecha la especificidad
de la unién antigeno-anticuerpo. El antigeno corresponde a la molécula que se desea
identificar, para la cual se necesita un anticuerpo especifico que sea capaz de reconocer dicho
antigeno. Para poder visualizar esta reaccion, es necesario que el anticuerpo esté conjugado
con una enzima, la cual al reaccionar con ciertos sustratos presenta un color especifico que

nos indica el lugar donde la reaccion antigeno-anticuerpo ocurrio (16).

Existen distintos métodos de amplificacion de sefial que permiten una mejor
visualizacion de la ubicacion donde ocurri6 la reaccion Antigeno-Anticuerpo. En este trabajo
se utilizd el método de amplificacion Complejo Avidina-Biotina (ABC). Avidina es una
proteina de la clara de huevo, que tiene 4 sitios de unidn para Biotina, la cual es una vitamina
de bajo peso molecular (17). La utilizacion de Avidina y Biotina se debe a su alta
especificidad y fuerte union entre estas moléculas. EI método ABC consiste en la utilizacidn
de un anticuerpo primario especifico para el antigeno que se quiere reconocer, luego un
anticuerpo secundario biotinilado que se unira al anticuerpo primario, seguido de complejos
preformados de Avidina- Biotina conjugados con peroxidasa (16). Finalmente la peroxidasa
se une a su sustrato, perdxido de hidrogeno (H202), generando H20 y O, este ultimo oxida
al cromogeno Diaminobencidina (DAB), lo cual forma un precipitado de color marrén,
insoluble en alcohol y otros solventes organicos (18).

Debido a su especificidad y los buenos resultados obtenidos con la técnica de
IHQ, esta ha sido utilizada ampliamente tanto en el area clinica; para identificacion de
distintos tipos de tumores, pronosticos en cancer, prediccion de respuesta ante ciertas

terapias, infecciones e identificacion de patologias especificas; asi como también se utiliza
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la técnica IHQ en investigacion (19). Para este trabajo se utilizd IHQ para identificar los
estados de proliferacion, diferenciacion y muerte celular, para los cuales se ocuparon
distintos anticuerpos que indican dichos estados. Los indicadores de proliferacion
seleccionados fueron Antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) vy
Bromodesoxiuridina (BrdU), los de diferenciacion fueron Miogenina y Desmina, mientras

que para identificar muerte celular se utilizé Caspasa 3.

El Antigeno nuclear de proliferacion celular es una proteina nuclear de 36 kD
que esta involucrada en la sintesis de ADN, siendo un cofactor de la ADN polimerasa, por lo
cual se asocia a la fase S del ciclo celular. La distribucion de PCNA en las celulas en
proliferacion es especificamente nuclear, presentando abundante marca en un patrén difuso,
granular o mixto, mientras que en las células mitéticas la tincidn se puede encontrar difusa
en toda la célula, debido a la pérdida de la integridad de la membrana nuclear durante mitosis;
en cuanto a las celulas en diferenciacion, estas presentan drasticamente menos marca 0 muy
poca (20).

Bromodesoxiuridina es un nucle6tido sintético analogo a la Timidina, que tiene
la capacidad de integrarse al ADN de la células en la fase S del ciclo celular, por lo cual es
un marcador de sintesis de ADN (21). Para que las células incorporen este nucle6tido en su
material genético, es necesario que sean cultivadas con un medio que contenga BrdU el cual

se incorporaré en las células en proliferacion (22).

Miogenina es uno de los cuatro factores reguladores de miogénesis, junto con los
factores MyoD, Myf5 y MRF4, los cuales comparten la capacidad de inducir células a una
diferenciacion miogénica. Miogenina tiene la funcién de inducir en los mioblastos una
diferenciacion terminal, en la cual salen del ciclo celular y se fusionan para formar las
miofibras multinucleadas. Esta proteina presenta una marca celular, y es especifica de células

de musculo esquelético (23).

Desmina es una proteina citoplasmatica de 53 kD, de tipo filamento intermedio,
gue se encuentra en las células musculares, en el masculo liso se encuentra en los cuerpos
densos, mientras que en masculo estriado se encuentra unida a los discos Z de los sarcémeros,
otorgando soporte estructural. Esta proteina aparece en la etapa de formacion de miotubos en
el desarrollo de células de musculo estriado (16).



Capitulo 1: Introduccion

Caspasa 3 es una de las proteinas de la familia de las Caspasas que son
mediadores para la muerte celular programada o apoptosis. Caspasa 3 es esencial para la
condensacion de la cromatina apoptotica y la fragmentacion del ADN, ademas de participar
en el desmantelamiento de la célula y en la formacién de cuerpos apoptoticos (24). Es por
esto por lo que se usa este marcador, de ubicacidn citoplasmatica como indicador de muerte

celular.

En este proyecto se utilizaron células C2C12 sembradas a dos distintas
concentraciones, en un scaffold fabricado con biomateriales derivados de no mamiferos, con
una microestructura de superficie acanalada. La microestructura de un scaffold puede guiar
la organizacion celular, proliferacion celular y produccion de matriz, a través de las
caracteristicas como diametro de la fibra, alineamiento de la fibra y tamafio del scaffold, lo
cual tiene efecto sobre la siembra, proliferacion, esparcimiento y diferenciacion de las células
(25). Para evaluar el efecto de este scaffold microestructurado, se utilizé a la vez un scaffold

sin microestructura.

Se comparo el desarrollo de las células en ambos scaffolds, que serdn sembrados
con dos concentraciones de celulas para establecer la concentracion éptima de células para
su buen desarrollo. Este desarrollo se evalud identificando los estados de proliferacion,
diferenciacion y muerte celular, a través de observacién y descripcién de morfologia y de
técnica inmunohistoquimica. Este proyecto estd contemplado dentro del proyecto
FONDECYT 1160311: “Design of novel edible-scaffolds based on non-mammalian

biomaterials for in-vitro meat production”.
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2.1. Objetivo General

Comparar la proliferacion y diferenciacion de células musculares C2C12 en

scaffolds microestructurados y sin microestructura, a distintas concentraciones celulares.

2.2. Objetivos Especificos

e Describir la morfologia de las células C2C12 en los scaffolds microestructurados

y sin microestructura en las distintas concentraciones celulares.

e I|dentificar la presencia de células en proliferacion, diferenciacion y muerte celular

en los distintos scaffolds.

11
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El experimento realizado consistio en el analisis de scaffolds con diferentes
microestructuras y concentraciones de células de la linea celular C2C12, correspondientes a
mioblastos. Los scaffolds son circulares, de aproximadamente un centimetro de diametro y
3 mm de alto, unos microestructurados con superficie acanalada, que facilite la forma que
posteriormente deberan desarrollar las células al diferenciarse, mientras que otros no
presentan esta microestructura y en cambio tienen una superficie regular de entramado liso.
Estos scaffolds fueron fabricados con gelatina de pez, alginato, agarosa y sorbitol, los cuales

son biomateriales derivados de no mamiferos.

El tamafio de la muestra de este experimento es de n=16, correspondiente a 4
grupos de estudio por triplicado mas un control para cada situacion. Los grupos de estudio
corresponden a scaffolds sembrados con células C2C12, sometidos a 7 dias de cultivo con
medio de diferenciacion, mientras que los controles corresponden a scaffolds con células,
cultivados por 7 dias sin medio de diferenciacion. Las muestras estudiadas fueron las

siguientes:

e Scaffold sin microestructura sembrado con 1 millon de células (3 situaciones
experimentales y 1 control).

e Scaffold microestructurado sembrado con 1 millén de células (3 situaciones
experimentales y 1 control).

e Scaffold sin microestructura sembrado con 2 millones de células (3 situaciones
experimentales y 1 control).

e Scaffold microestructurado sembrado con 2 millones de células (3 situaciones
experimentales y 1 control).

3.1. Elaboracion de Scaffolds

Los scaffolds fueron confeccionados en el Centro de Biotecnologia de la

Universidad Tecnica Federico Santa Maria. Se prepararon soluciones de gelatina de pez,

12
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alginato, agarosa y sorbitol, y se mezclaron de tal manera que quedaron en concentracion
final 0,9%, 0,4%, 0,2% y 0,1%, respectivamente.

Para moldear los scaffolds se ocuparon placas con y sin microestructura. Para la
produccion de los scaffolds se ocupd la técnica de freeze-drying que comprende sucesivos
pasos de congelamiento y una posterior liofilizacion, en este caso, por un minimo de 24 horas
en equipo LIOBRAS.

Como parte del proceso de acondicionamiento preparatorio para el cultivo de
células en los scaffolds, se entrecruzé por una hora con cloruro de calcio 70 mM, y luego de
3 lavados con agua destilada, se agrego etanol 70% por dos horas para esterilizar, se cortaron

circulos de aproximadamente 7 mm de diametro.

3.2. Cultivo de células C2C12

Se utilizaron células C2C12 (linea celular de mioblasto de ratdn), Pasaje 5 y se
sembraron a dos densidades celulares, un millon y dos millones de células por polimero. Se
permitid la adhesion por 2 horas a 37°C y luego se agregé medio completo de cultivo, el cual
contiene DMEM alto en glucosa Glutamax (GIBCO), 10% suero bovino fetal (Biological
Industries), 1% penicilina/estreptomicina (GIBCO), dejando nuevamente en incubadora a
37°C, 5% CO:a.

Se dejaron creciendo las células en los polimeros durante 48 horas, y los
siguientes dias se agregd medio diferenciador, que consistié en medio DMEM con suero de

caballo 5%, el tiempo de diferenciacion fue de 7 dias.

Para procesar las muestras, al dia 0 de diferenciacion y dia 7, se agrego
Bromodesoxiuridina (Invitrogen), en una dilucion 1:100 por pocillo, en placa de 24. Se
incubd la placa con el reactivo por 4 ha 37°C y 5% CO2.

Finalmente se retir6 el medio con BrdU y se fijaron las células con fijador de
Bouin fuerte, por 1 hora. Se lavd con etanol 70% y se dejo cada polimero en 1 ml de Etanol
70%, almacenando la placa a 4°C, sellada con Parafilm.

13
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3.3. Procesamiento, inclusion, corte y adhesion

Las muestras fijadas se procesaron en el Laboratorio de Biologia de la
Reproduccidn y del Desarrollo, Instituto de Biologia, Facultad de Ciencias de la Universidad

de Valparaiso,

Las muestras fueron lavadas en tres bafios de etanol de 70° para quitar el exceso
de fijador y fueron embebidas en Histogel para facilitar su manipulacion y se pasaron a
cassettes rotulados que entraron al procesador de tejidos Leica TP 1020 (Alemania) para su
deshidratacién en bafios de concentracion creciente de etanol, aclaramiento en butanol (26),

e impregnacion de Paraplast Plus.

Las muestras fueron incluidas en un centro de inclusion Leica EG 1150H y una
vez solidificadas, fueron cortadas en un micrétomo rotatorio Leica RM 2155. Se obtuvieron
cortes seriados de todo el espesor del polimero, separados en cintas de 15 cortes cada una,

con un grosor de 5 pum.

La adhesion de los cortes a los portaobjetos se realizo en bafios de flotacion a
40°C. Se montd el primer corte de cada cinta para técnica histoquimica (tricromico de Arteta),

utilizando albimina de Mayer como medio de adhesion al portaobjetos.

Los cortes siguientes de cada set para inmunohistoquimica se montaron
utilizando polilisina como medio de adhesion. Finalmente, los cortes se dejaron durante toda

la noche en estufa a 40°C para su secado.

3.4. Tricromico de Arteta

Luego de desparafinar en xilol, los cortes se hidrataron en una bateria de alcohol
etilico en concentraciones descendentes hasta agua destilada; las preparaciones se tifieron

con el método tricrdbmico de Arteta (27).

14
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Brevemente, tincion con Hematoxilina de Harris por 75 segundos y viraje en

agua corriente durante 10 min, seguido de un bafio en agua destilada.

Luego se tifid con Eritrosina-Orange G durante 30 minutos y lavado en agua
destilada. Se continué con acido fosfotdngstico por 10 minutos, finalizando con Azul de
Anilina por 75 segundos. Los cortes fueron 8deshidratados, en alcohol etilico de 95° y

absoluto, y aclarados en xilol.

Finalmente, las preparaciones se cubrieron con cubreobjetos utilizando Entellan

como medio de montaje.

3.5. Descripcion celular, conteo y medicion

Se realizd una descripcion morfologica de las caracteristicas celulares,
identificando células viables y no viables, alargadas y redondas, en mitosis, picnosis y
cariorrexis, se describio también la morfologia de grupos redondos y en parche de células

observados en los distintos scaffolds.

Ademas, se realiz6 un conteo del numero de células totales para todas las
variables mencionadas anteriormente, el cual considero entre 6 a 9 portaobjetos por situacion,
con 3 cortes cada portaobjetos. Siendo cada situacion por triplicado, se promediaron los

valores de conteo y se obtuvo el valor de cada variable por situacion.

Para determinar el tamafio de los grupos celulares se us6 un microscopio Leitz
DMRBE con una cdmara fotogréfica digital Leica DFC290. Para los grupos redondos se
fotografiaron 100 grupos por situacion, con excepcion de 3 situaciones que no tenian la
cantidad mencionada de grupos, lo que significo un total de 1520 grupos que fueron medidos,
mientras que para los grupos parche se midieron todos los encontrados, correspondientes a
313 grupos parche. En las imagenes digitalizadas y usando el programa de procesamiento de
imagen digital Image J de acceso universal, se midio el perimetro de los grupos celulares que
se formaron, expresado en micrones, haciendo la distincion entre grupos redondos y en

parche.
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3.6. Inmunohistoquimica y H-Score

Para la técnica inmunohistoquimica se utilizaron anticuerpos contra antigenos de
proliferacion celular (PCNA y BrdU), diferenciacion muscular (Desmina y Miogenina) y
apoptosis (Caspasa 3).

Se realiz6 inmunohistoquimica solo a 3 cortes representativos por situacion, los
que fueron adheridos a portaobjetos con polilisina, obteniendo 8 portaobjetos con tres cortes

cada uno, mas un control positivo para cada anticuerpo realizado.

Después de la desparafinacion e hidratacion de rutina, algunos procedimientos
de inmunohistoquimica variaron segun protocolo para cada anticuerpo, pero todos constaron
de una recuperacion antigénica (para anti PCNA, Desmina y Miogenina en buffer Tris a pH
7,6 con calor y en vaporera, para anti Caspasa 3 en buffer Citrato a pH 6,0, y para anti BrdU
enzimatica con Tripsina), bloqueo de peroxidasa enddgena, bloqueo inespecifico con el suero
respectivo, incubacion con anticuerpo primario, anticuerpo secundario correspondiente
biotinilado, sistema de amplificacion ABC, revelado con DAB, contraste nuclear con

Hematoxilina de Harris, deshidratacion, aclaracion y montaje con Entellan.

Para el H-Score se realizd un conteo de las células que presentaron marcacion
luego de realizadas las inmunohistoquimicas anti marcadores de proliferacion celular,
diferenciacion muscular y apoptosis. Para esto se establecieron 3 niveles de intensidad de
marcacion, asigndndose como 0 sin marcacion, +1 marca leve, +2 marca moderada y +3
marca intensa. Una vez contadas las células se procedi6 a calcular el valor de H-Score. Para

el céalculo se utilizo la siguiente formula:

H-Score = (% de 0) X0 + (% de +1) x1 + (% de +2) x2 + (% de +3) x3

El score final, que tiene un rango entre 0 y 300, se puede interpretar de la

siguiente manera:
e 0: Sin tincion

16



Capitulo 3: Materiales y Métodos

e 0-100: Tincion débil
e 100-200: Tincion moderada
e 200-300: Tincion fuerte

3.7. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se realizo el test ANOVA de dos factores, el cual
evalug las variables de resultado del experimento: proliferacién (conteo de mitosis),
diferenciacion (células alargadas) y muerte celular (picnosis y cariorrexis); en las dos
variables de exposicion del experimento: estructura del scaffold y concentracién celular. Con
este test de buscé demostrar si hubo o no sinergia entre los dos factores del experimento
(estructura de scaffold y concentracion celular). El test se realizo en el programa Excel.
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4.1. Descripcion de la morfologia celular

La morfologia de las células encontradas en el scaffold se puede clasificar
principalmente en dos: células redondas y alargadas, cuyas caracteristicas varian segun el
estado celular en que se encuentran. Las células redondas (Figura 1) corresponden a células
de entre 10 y 15 um, con ndcleos céntricos, uno o dos nucléolos y zonas de heterocromatina,
mientras que las células alargadas (Figura 2), como su nombre lo indica, tienen un citoplasma
alargado, miden entre 30 y 60 um, con un nucleo central y alargado con cromatina granular
y uno o dos nucléolos. Segun su estado celular, las células se clasifican en viables y no
viables. Ademas, las células se encontraron agrupadas en dos distintos tipos de grupos:
redondos, que presentan forma redonda u ovalada; y grupos en parche, que presentan formas
irregulares.

Figura 1: Fotomicrografia de células redondas.
Tricromico de Arteta, 1000X, Barra de escala= 20 pm.
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==

Figura 2: Fotomicrografia de células alargadas.
Tricrémico de Arteta, 1000X, Barra de escala= 20 um.

4.1.1. Células viables y no viables

Las células viables corresponden a aquellas que presentan caracteristicas
morfoldgicas tales como un nicleo de tamafio normal, con cromatina granular y citoplasma
con bordes bien definidos. Las células no viables son aquellas que estan en proceso de muerte
celular, que se pueden clasificar segin su morfologia nuclear, la cual presenta nucleos
picnoticos, es decir, pequefios, hipercromaticos y de cromatina condensada; o nucleos

cariorréxicos, en los cuales la cromatina se encuentra condensada y fragmentada (28).

La distribucion de las células viables en los estratos del scaffold, fue similar en
todas las situaciones experimentales: en todos se encontré la mayor cantidad de células
viables en el estrato superior del scaffold, luego en el estrato medio, y la menor cantidad de
celulas viables se encontro en el estrato inferior. En el caso de las muestras del grupo control,
en ambas situaciones de scaffold microestructurado se encontrd la mayor cantidad de células
viables en el estrato medio, seguido del estrato superior y finalmente el estrato inferior; en
cambio, en las muestras con scaffold sin microestructura, la mayor cantidad de células viables

se encontrd en el estrato superior, seguido del estrato medio y del inferior (Figura 3).
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Cantidad de células viables por estratos
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Figura 3: Distribucion de células viables en los distintos estratos del scaffold: superior,
medio e inferior. S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E: Con Microestructura.

4.1.2. Grupos redondos y parche

Las células se encontraron agrupadas en dos patrones distintos en las muestras,
grupos redondos y grupos en “parche”. Los grupos redondos tienen una forma entre esférica
y ovalada, encontrandose en distintos tamafios y distribuidos en todo el scaffold. La mayoria
de las células que se encuentran contenidas en estas esferas pierden su forma al agruparse, y
presentan distintas formas, como redondas, ovaladas o a veces sin limites citoplasmaticos
definidos, pero a medida que se acercan al exterior van adquiriendo una forma més alargada,
tanto en su nucleo como en su citoplasma, el cual se adapta a la forma esferoide del grupo
(Figura 4). En cambio, los grupos denominados en parche tienen formas irregulares y son
muy distintos unos de otros, se encontraron mayoritariamente en la periferia de los scaffolds
y estan compuestos por células de morfologia alargada principalmente en el exterior, y en el

centro algunas células de morfologia redonda, ovaladas y también alargada (Figura 5).
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— A ' —

Figura 4: Fotomicrografia de Grupos Figura 5: Fotomicrografia de un Grupo
Redondos. Tricromico de Arteta, 400X, Barra alargado. Tricromico de Arteta, 400X, Barra
de escala= 50 pum. de escala= 50 pum.

Los grupos redondos fueron encontrados en mayor cantidad que los grupos en
parche en todas las situaciones del experimento, como se observa en la Figura 6. Los grupos
redondos se encontraron en una cantidad parecida en ambas situaciones con un millén de
células y sin microestructura con dos millones de células, mientras que en el scaffold
microestructurado con dos millones de células el valor del conteo de grupos redondos fue
mayor que en los anteriores. En cuanto a los grupos en parche, se encontraron en muy baja
cantidad en todas las situaciones, encontrandose los valores mas bajos en las situaciones con
un millon de células, mientras que en los grupos con dos millones de células se encontraron
mas grupos en parche. En cambio, en el control del experimento, los grupos en parche fueron
encontrados en una cantidad mayor que en el experimento con 7 dias de diferenciacion,
excepto para el scaffold con microestructura sembrado con 1 millon de células, mientras que

los grupos redondos se mantuvieron en una cantidad parecida que en el experimento.
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Figura 6: Conteo de grupos redondos y en parche en las distintas situaciones del
experimento y el control. S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E: Con Microestructura.

Se midi6 el perimetro de los grupos y segun estos resultados, se encontré que los
grupos redondos son de menor tamafio que los grupos parche, en todas las situaciones
experimentales y de control. El perimetro de los grupos redondos se mantuvo entre 112 um
y 166,4 um y el tamafio de los grupos parche fue entre 159,1 um y 387,2 um. En ambas
situaciones, grupos redondos y parche, se encontré el menor valor en la situacion del
experimento S/M.E con un millén de células, mientras que el més alto valor se obtuvo en el

control, también en la situacion S/M.E con un millon de células (Figura 7).

En cuanto a la distribucion de los grupos, estos se encontraron distribuidos en
todo el scaffold, los grupos redondos tanto en la periferia como en el centro, pero en mayor
cantidad en el centro del scaffold. En cambio, los grupos en parche se encontraron en su gran
mayoria en la periferia de los scaffold y muy pocos en el centro de este. Este patron se
mantuvo en todas las situaciones del experimento, tanto con scaffold microestructurado y sin
microestructura, ya sea con un millén de células o 2 millones de células.
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Figura 7: Tamafio de los grupos redondos y en parche, en micrones, en las distintas
situaciones del experimento y el control. S/IM.E: Sin Microestructura. C/M.E: Con
Microestructura.

4.2. ldentificacion de células en los distintos estados

En todos los scaffolds se encontraron células en los siguientes estados:
proliferacion, diferenciacion y con signos de muerte celular. Para la identificacion de los tres
estados se utilizaron criterios morfolégicos complementados con  técnica
inmunohistoquimica. Las células presentaron un bajo nivel de proliferacion, indicado por un
bajo indice mitdtico y un valor de H-Score de marcadores de proliferacion (PCNA y BrdU)
no mayor a 52. En cuanto a las células en diferenciacion, se encontraron en mayor cantidad
células redondas que alargadas, estas ultimas representan la morfologia de una célula
diferenciada, por lo que pocas células estaban en etapa de diferenciacion, lo que se
complementd con inmunohistoquimica para los marcadores de diferenciacion muscular
Desmina y Miogenina, que reafirmaron los resultados que indican poca diferenciacién. Por
ultimo, las células con signos de muerte celular, identificadas por sus caracteristicas
morfologicas como células picnoticas y cariorréxicas, se encontraron entre un 6 y 18% del

namero total de células, mientras que la inmunohistoquimica de Caspasa 3, realizada para
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complementar los resultados de muerte celular, obtuvo su valor mas alto de 42, el cual es un

valor bajo considerando que los valores de H-Score van desde 0 a 300.

4.2.1. Proliferacion

Morfologia celular: Mitosis

El resultado del conteo celular que nos da una estimacion de la proliferacion es
el conteo de mitosis observadas en las preparaciones, para hacer una estimacion del indice
mitético. Se observaron figuras mitéticas en las distintas etapas de mitosis (Figura 8-10) en
muy baja cantidad en todas las situaciones del experimento, siendo el porcentaje de células

en mitosis, en relacion con la cantidad total de células, no mayor a un 0,05%.

L

e
Figura 8: Células en etapa Profase de mitosis, indicadas

por flechas negras. Tricrémico de Arteta, 1000X. Barra=
20 pm.
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Figura 9: Célula en etapa Metafase de mitosis, indicada por
flecha negra. Tricromico de Arteta, 1000X. Barra= 20 um.

Figura 10: Célula en etapa temprana de Anafase de
mitosis. Tricromico de Arteta, 1000X. Barra= 20 um.

En la Figurall se muestra el porcentaje de mitosis en relacion con el nimero
total de células, encontradas por cada situacion experimental y control, donde se puede
observar que la mayor cantidad de mitosis se dio en la situacion experimental que utilizé un
scaffold sin microestructura, sembrado con 1 millén de células. En cambio, en las situaciones
control, donde las muestras no habian sido sometidas a diferenciacion, se encontro la mayor

cantidad de mitosis en el scaffold microestructurado con 1 millon de células. En ambos casos,
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situacion experimental y el control, se observa que la menor cantidad de mitosis encontrada

fue en el scaffold microestructurado sembrado con 2 millones de células.

% Mitosis

% de Mitosis
o
o
w

0,05
0,02
0,01 0,02 0,02
0,00 201
0,00

S/M.E 1 millén C/M.E L mill6n  S/M.E 2 millones C/M.E2 millones

m Control Situacion experimental

Figura 11: Porcentaje de células en mitosis con relacion al ndmero total de células
encontrado en las distintas preparaciones. S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E: Con
Microestructura.

IHQ: Marcadores de proliferacion PCNA y BrdU

En cuanto a los resultados obtenidos con inmunohistoquimica, se utilizaron dos
marcadores de proliferacion, PCNA y BrdU (Figura 12 y 13). Se hizo un conteo de células
que presentaban marcacion segun su intensidad y se calcul6 su valor de H-Score, el cual tiene
un rango de 0 a 300. En la mayoria de los casos se obtuvo un valor més alto de score para los
resultados de BrdU, siendo notablemente mas alto el valor de BrdU en la situacion
experimental con scaffold microestructurado y sembrado con 2 millones de células, en
cambio el valor més bajo para score de BrdU lo presento el experimento con scaffold sin
microestructura con 1 millon de células. Para los resultados obtenidos con PCNA, la situacion
experimental que alcanzé el mayor score fue el scaffold microestructurado con 1 millén de
células, mientras que el que obtuvo un menor score fue el scaffold sin microestructura con 2

millones de células.
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At
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- I I

Figura 12: Marca anti- PCNA en distintas Figura 13: Marca anti- BrdU en un grupo de
intensidades en grupo redondo de células. Se células. Se observa patrén de marcaje
observa patrén de marcaje nuclear. Aumento nuclear. Aumento 1000X. Barra= 20 um.
1000X. Barra= 20 pm.

Los marcadores de inmunohistoquimica también se realizaron a las muestras
control del experimento, donde se mantuvieron los valores mas altos de score para BrdU en
comparacion con PCNA. En contraste con las situaciones experimentales, en el control el
valor mas alto obtenido en BrdU se dio en scaffold sin microestructura y 2 millones de
células, y el valor mas bajo se obtuvo en el scaffold microestructurado con 1 millon de
ceélulas. En los resultados de PCNA el valor més alto lo obtuvo el scaffold sin microestructura
y 1 millén de células, y el valor méas bajo lo presentd el scaffold con microestructura y 1

millon de células, donde no se encontraron células con marcacion para PCNA.

En la Figura 14 se muestran las comparaciones de ambos marcadores, donde se
observan los mayores valores en BrdU, pero aun asi hay que destacar que los valores son
bajos, tomando en cuenta que los valores de H-Score de inmunohistoquimica van de 0 a 300.
Ademas, podemos notar que las muestras control presentan un mayor indice de proliferacion

en comparacion con las muestras del experimento que tenian 7 dias de diferenciacion.
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H- Score BrdU y PCNA
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Figura 14: Resultados de H-Score de PCNA y BrdU. S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E:
Con Microestructura.

Ademaés, también se realiz6 un H-Score con el valor total de células redondas y
alargadas que presentaron marca. En cuanto a los resultados de PCNA, en la mayoria de los
casos las células redondas presentaron un valor de score mayor que las células alargadas, con
excepcion de las muestras de scaffold C/M.E con un millon de células, y las muestras de
scaffold S/M.E con dos millones de células. En el caso de las muestras del control, en todas
las situaciones se encontr6 un valor mas alto de score de células redondas que alargadas. En
las muestras de BrdU, solo en la situacion S/M.E con dos millones de células se encontr6 un
valor mas alto en células alargadas, el resto present6 un score mayor en células redondas. En
el caso del control, se obtuvo un valor mas alto en las células redondas, con excepcion de la

situacion S/M.E y un millon de células (Figura 15y 16).
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PCNA

3 400 124 28,2
T

17,4
S 14,6
S 20,0 16,9
- or

0,0 0,0
SIME1 C/ME1 S/ME2 C/ME2 S/ME1 C/ME1 S/ME2 C/ME?2
Millon ~ Millon  Millones Millones Millon  Millon  Millones Millones

Va
=
o
o

Control Situacion Experimental

m Células Redondas Células Alargadas

Figura 15: Resultados de H-Score de PCNA del total de células redondas y alargadas.

S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E: Con Microestructura.
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Figura 16: Resultados de H-Score de BrdU del total de células redondas y alargadas.
S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E: Con Microestructura.
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4.2.2. Diferenciacion

Morfologia celular: Ceélulas alargadas

En cuanto a la morfologia celular, las células alargadas representarian una etapa
de diferenciacion mas avanzada, ya que seria similar a una célula muscular propiamente tal,
por esto se realizo un conteo celular comparando la cantidad de células viables redondas y
alargadas que se encontraron en las distintas situaciones del experimento. La cantidad de
células redondas fue mayor que la cantidad de celulas alargadas en todas las situaciones,
teniendo porcentajes parecidos en todos los casos. Sin embargo, cabe destacar que el
porcentaje mayor de células alargadas encontrado en la situacion experimental se dio en el
scaffold sin microestructura con células sembradas a cantidad de un millon, alcanzando un
16,2%. En cuanto a la situacién control del experimento, los valores no fueron tan similares
en todas las situaciones, donde destaca el mayor porcentaje de células alargadas con un
27,2% y el menor porcentaje con 8,2%, en la situacion sin microestructura con un millén de

celulas y con microestructura y 2 millones de células respectivamente (Figura 17).

% de Celulas redondas y alargadas
100,0

s0o 202 87 141 82  1pp 117 107 131
60
40,
20
0,0

SIME1 S/ME2 C/ME1 C/ME2 S/ME1 S/ME2 C/ME1 C/ME?2
Millon Millones Millén  Millones Millon  Millones Millén  Millones

o o o

% de Células

[=)

Control Situacion Experimental

m Células Redondas Células Alargadas
Figura 17: Porcentaje de células redondas y alargadas con relacion al nimero de células

viables encontrado en las distintas preparaciones. SME: Sin microestructura. C/ME: Con

microestructura.
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IHQ: Marcadores de diferenciacion muscular Miogenina y Desmina

Los resultados de marcadores de diferenciacion muscular Miogenina y Desmina
(Figura 18 y 19), muestran una concordancia en la expresion, teniendo el mayor valor de
score en ambos casos, en la situacion sin microestructura con un millon de células, y el menor

valor de score en el scaffold sin microestructura y dos millones de células.

Figura 18: Marca anti- Desmina en un grupo de células.
Se observa patron de marcaje citoplasméatico. Aumento
400X. Barra= 50 pm.

Figura 19: Marca anti- Miogenina en células de
morfologia alargada. Se observa patron de marcaje
nuclear. Aumento 400X. Barra= 50 pm.
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Hay que destacar que los valores de score obtenidos en Miogenina (entre 15,1y
29,6) fueron mas altos que los valores obtenidos con Desmina (entre 7,3 y 12,2). A los
controles del experimento también se le aplicaron los marcadores de diferenciacién muscular,
observando en Desmina la mayor expresion en el scaffold sin microestructura con un millén
de células, y la menor expresion en el scaffold con microestructura y 2 millones de células,
donde no se encontraron células. Distintos fueron los resultados obtenidos en los controles
para Miogenina, donde el mayor valor de score se obtuvo en el scaffold microestructurado
con dos millones de células, y el menor valor en el scaffold microestructurado con un millon
de células, donde al igual que como ocurrié en desmina, no se encontraron células.
Comparando los resultados obtenidos en la situacion experimental con 7 dias de
diferenciacion, y en el control con 0 dias de diferenciacion, se obtuvieron valores més altos
de score para Miogenina en los casos control del experimento, mientras que para Desmina
los valores mas altos se obtuvieron en la situacion experimental, como se observa en la

Figura 20.

H- Score Miogenina y Desmina
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Figura 20: Resultados de H-Score de Miogenina y Desmina. S/M.E: Sin Microestructura.

C/M.E: Con Microestructura.

En el score por separado del total de células redondas y alargadas, se obtuvo un

valor mas alto en células alargadas por sobre las redondas, tanto en las muestras de desmina
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y Miogenina, con la Gnica excepcién de desmina, donde en la muestra del experimento C/M.E

y dos millones de células, el valor mas alto de score lo obtuvo las células redondas (Figura

21y 22).
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Figura 21: Resultados de H-Score de Desmina del total de células redondas y alargadas.

S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E: Con Microestructura.
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Figura 22: Resultados de H-Score de Miogenina del total de células redondas y alargadas.

S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E: Con Microestructura.
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4.2.3. Muerte celular

Morfologia celular: Picnosis y Cariorrexis

Para la identificacion de muerte celular se contaron las células que presentaban
nucleos picnoticos y cariorréxicos, con una morfologia caracteristica, mostrando los nucleos
picnoticos una marcada hipercromacia, con retraccion de ndcleo y condensacion de
cromatina (Figura 23), y en el caso de las células cariorréxicas, se pudo observar la
fragmentacion del nlcleo (Figura 24).

Figura 23: Células con nucleos picnoticos. Tricromico de
Arteta. Aumento 1000X. Barra= 20 um

Figura 24: Célula con ndcleo cariorréxico, indicada por
flecha negra. Tricromico de Artera. Aumento 1000X.
Barra= 20 pm.
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Tanto las muestras de la situacion experimental como las del control presentaron
en mayor cantidad ndcleos picnéticos que cariorréxicos, estos Ultimos no alcanzando el 1%
del total de las células. En el caso de la situacion experimental, las muestras con 2 millones
de células obtuvieron el mayor porcentaje de picnosis. En el control el mayor porcentaje de
picnosis lo mostrd la situacién con 2 millones de células y scaffold sin microestructura, en
cambio, el menor porcentaje de picnosis lo obtuvo el control de 2 millones de células con

scaffold microestructurado (Figura 25).
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Figura 25: Porcentaje de células picnéticas y cariorréxicas en las distintas preparaciones
del experimento y control. S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E: Con Microestructura.

IHQ: Marcador de apoptosis Caspasa 3

A las muestras se le realiz6 inmunohistoquimica con el marcador de Caspasa 3,
el cual es un indicador de apoptosis. Como se observa en la Figura 26, los valores mas altos
de score se obtuvieron en las muestras con 7 dias de diferenciacion, en comparacion con las
muestras de control, sin diferenciacion, que obtuvieron valores mas bajos de score. En ambos
casos, situacion experimental y control, el valor méas bajo de score se obtuvo en las muestras
con un millén de células y un scaffold sin microestructura. EI valor mas alto de score para el

experimento lo mostré el scaffold con microestructura sembrado con 1 millon de células,
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mientras que en el control el valor mas alto lo obtuvo el scaffold sin microestructura con 2

millones de células.
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Figura 26: Resultados de H-Score de Caspasa 3. S/M.E: Sin Microestructura. C/M.E:

Con Microestructura.

El score de Caspasa 3 aplicado por separado a células redondas y alargadas
mostro en todas las situaciones el valor mas alto en células redondas, siendo el valor de score

de células alargadas muy pequefio, entre 0 y 8.3 (Figura 27).
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Figura 27: Resultados de H-Score de Caspasa 3 en células redondas y alargadas. S/M.E:
Sin Microestructura. C/M.E: Con Microestructura.
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Cabe destacar que la mayoria de los grupos redondos encontrados en estas
preparaciones mostraron mayor marca en las células de la parte central de los grupos,

mientras que las células periféricas de los grupos mostraron menor marca (Figura 28).

Figura 28: Marca anti- Caspasa 3 en grupos de células. Aumento 400X. Barra= 50 pm.

Todas las variables de resultado de este experimento (mitosis, células viables,
alargadas y redondas, nucleos picnéticos y cariorréxicos) fueron sometidas al test de
ANOVA de dos factores, en el cual se evalla el efecto de las variables de exposicion, es
decir, microestructura y concentracion celular, sobre las variables de resultado mencionadas
anteriormente. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1, la cual indica que en
ninguno de los casos hubo interaccidn entre las variables de exposicion del experimento, que
influenciara las variables de resultado de este, ya que para que haya interaccion el valor P

debe ser menor a 0,05, lo cual no se dio en ningun caso.

Tabla 1: Resultados del test ANOVA de dos factores, aplicado a las variables
de resultado del experimento, con relacion a las variables de exposicion.

Variable Valor P Interaccion
% Mitosis 0,46 No
% Células Viables 0,96 No
% Células Alargadas 0,11 No
% Células Redondas 0,22 No
% Nucleos Picnéticos 1,00 No
% Nucleos Cariorréxicos 0,76 No
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5.1. Descripcion de la morfologia celular

La morfologia de las células C2C12 encontradas en los scaffold mostraron un
cambio notable en comparacion a coémo deberian crecer las células en un cultivo normal en
monocapa, sin ser sometidas a un biopolimero que les de soporte. Las células en etapa de
proliferacion en un cultivo en monocapa presentan una forma estrellada, mientras que
creciendo en el scaffold la forma que tomaron las células fue més bien circular u oval (14).
En el caso de las células que ya entraron a una etapa de diferenciacion, en cultivos en
monocapa se ha visto que adquieren una forma mas alargada y pasan a ser multinucleadas,
formando miotubos (14), en cambio en las células que crecieron en scaffold no ocurrieron
grandes cambios celulares, primando las células redondas y ovales en todas las situaciones
del experimento, siendo las células alargadas, que podriamos considerar como diferenciadas,

un porcentaje muy pequerio del total de células.

Debido a que lo que difiere en un cultivo en monocapa de células C2C12, con
respecto a este experimento es el scaffold, que entrega un medio de soporte a las células,
podemos deducir que es el scaffold o alguno de sus componentes, lo que interfirio en el
crecimiento y la diferenciacion de las células, ya que la morfologia observada en las células

fue muy distinta a la esperada en cultivo en monocapa.

Referente a la distribucion de las células viables, estas fueron encontradas en
todos los casos del experimento en mayor cantidad en el estrato superior del scaffold, luego
en el estrado medio y finalmente la menor cantidad de células viables se encontro en el estrato
inferior. Estos resultados se pueden explicar debido a que la parte superior del scaffold tuvo
un contacto mas directo con el medio de cultivo y pudo recibir de mejor manera los factores
para el desarrollo de las células, en cambio a los estratos medios e inferior puede que no les
haya llegado el suficiente medio, por lo que no se encontraron tantas celulas viables. En
cambio, en las muestras del control, se encontraron la mayor cantidad de células viables en

las muestras que presentaron un scaffold C/M.E se encontraron en el estrato medio, seguido
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del estrato superior y finalmente el estrato inferior, y las muestras con scaffold S/M.E

presentaron resultados similares a los del experimento.

En cuanto a la formacion de grupos redondos y en parche, estos solo se han
encontrado en este experimento, no se observan cuando las células C2C12 crecen en cultivo
de monocapa (14). No es de esperarse que las células se agrupen en estos grupos redondos,
ya que la forma de estos mismos seria perjudicial para las células, debido a que evita la
diferenciacion de las células para formar miotubos y eventualmente muasculo. En cambio, la
forma de agrupacion en parche de las células permitiria que estas tengan mas espacio y una
direccionalidad més acorde con lo que se esperaria para la diferenciacion de células

musculares.

Los resultados de la medicion del perimetro de los grupos redondos y parches
muestran que los grupos parche son de mayor tamafio que los grupos redondos, esto porque
las células se encuentran organizadas de una forma mas favorable para la proliferacion y
diferenciacion, lo que permite que el tamafio de estos grupos sea mayor, en cambio al adquirir
esta forma redonda los grupos, sus células no siguen proliferando, por lo que el tamafio es

menor.

Con respecto a la distribucion de estos grupos, podemos pensar que el scaffold
interfirio también en ese aspecto ya que los grupos redondos se encontraron en todo el
scaffold, en la periferia y en mayor cantidad en el centro, mientras que los grupos en parche
se encontraron principalmente en la periferia del scaffold. Debido a que los grupos en parche
representan un resultado mas favorable para el experimento, por su morfologia mas similar
a lamorfologia muscular, podemos deducir que las células se diferencian mejor en la periferia
del scaffold, ya que no se hallaron grupos parche en el centro del scaffold. Esto podria ser
debido a que la periferia del scaffold estd en contacto mas directo con el medio de cultivo,
que permite que las células crezcan correctamente, mientras que en el centro del scaffold
puede que el medio de cultivo no haya llegado de manera adecuada, por lo que las células no

crecieron de la manera esperada y formaron estos esferoides.
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5.2. Identificacion de células en los distintos estados

5.2.1. Proliferaciéon

En células que han entrado en un periodo de diferenciacion, es de esperarse que
baje la tasa de proliferacion (20), por lo que los resultados obtenidos para el marcador de
proliferacion BrdU son concordantes con lo esperado, ya que obtuvieron el valor de score
mas alto en las muestras con O dias de diferenciacion (recién terminado el proceso de
proliferacion), que las de 7 dias de diferenciacion, mientras que los resultados obtenidos con

PCNA fueron similares para los casos del experimento y control.

Los resultados obtenidos en cada situacion permiten concluir que los scaffold con
microestructura mostraron el valor méas alto de expresion de marcadores de proliferacion,
tanto en BrdU como en PCNA.. Sin embargo, no hubo consenso en cuanto a la concentracion
celular, ya que en BrdU los mayores valores de score se obtuvieron en scaffold con dos
millones de células, mientras que en PCNA se obtuvieron con un millén de células. En
cambio, en los casos control los resultados obtenidos fueron distintos, estos muestran que las
situaciones con mas alta tasa de proliferacion se obtuvieron en los scaffold sin
microestructura, donde en BrdU esto ocurri6é a concentracion de 2 millones, y en PCNA a

concentracion de un millén de células.

Al ser poco concordantes los resultados obtenidos para los marcadores de
proliferacion, no se puede identificar qué microestructura es mas adecuada para la
proliferacion, ni cual concentracién celular sea la ptima. Sin embargo, los valores obtenidos
en los casos son bajos, considerando que el valor de score va desde 0 a 300, y no varian tanto
entre si, ya que los valores de BrdU van desde 22,35 a 50,20; y los valores de PCNA desde
14,07 a 25,63. Segun esto, no habria una gran diferencia entre scaffold con las distintas

estructuras y distintas concentraciones celulares.

Los resultados de score para PCNA y BrdU para células redondas y alargadas,
muestran que en su mayoria se encontro el valor mas alto en células redondas, esto se puede

explicar debido a que las células al entrar en una etapa de diferenciacién dejan de proliferar,
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por lo que las células alargadas, que estan mas diferenciadas, no presentaron un alto valor de
score para marcadores de proliferacion, lo cual seria concordante con los resultados

esperados para los marcadores de proliferacion celular.

5.2.2. Diferenciacion

Segun la morfologia celular, en este experimento las células se clasificaron en
alargadas y redondas, siendo las primeras las que nos dan una aproximacion de que las células
estan en una etapa de diferenciacion. En general en todas las situaciones del experimento y
el control, la cantidad de células redondas corresponde entre un 72,8-91,8% del total de
células viables, mientras que las células alargadas solo alcanzan entre el 8,2-27,2% del total

de células, lo que nos podria indicar que la mayoria de las células no se estan diferenciando.

Con la inmunohistoquimica se respaldan los datos entregados por morfologia, ya
que se encontré un valor bajo de score para los marcadores de diferenciacion muscular

Desmina y Miogenina

Miogenina se expresa en la etapa terminal de diferenciacion muscular, es esencial
para la fusion de miocitos y formacion de miotubos (10). De acuerdo con lo anterior, los
resultados de inmunohistoquimica para este marcador no deberian ser positivos en las
muestras de control, ya que tienen 0 dias de diferenciacién, y deberian ser positivos para las
muestras con 7 dias de diferenciacion. Sin embargo, los controles fueron los que obtuvieron
el valor méas alto de score para Miogenina (entre 28,7 y 33,2) en comparacion con las
muestras con 7 dias de diferenciacion, donde el valor mas alto obtenido fue 29,6 en el scaffold
sin microestructura sembrado con 1 millén de células. Con lo anterior se puede inferir que
las células no habrian entrado a una etapa terminal de diferenciacidn, al haber poca presencia
de Miogenina, razén por la cual tampoco se encontraron estructuras similares a miotubos
(10-112).

Los resultados de Desmina obtuvieron un valor menor en comparacion a los
resultados de Miogenina, ya que Desmina comienza el desarrollo de su expresion en la etapa

terminal de la diferenciacion celular, pero se mantiene en las células musculares ya
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diferenciadas (16), por lo que se piensa que no se encontraron células musculares

propiamente diferenciadas, ya que la expresion de Desmina fue muy baja.

Las células alargadas presentaron un alto valor para Miogenina y Desmina, en
comparacion con las células redondas, lo que indica que efectivamente las células alargadas
que se hallaron en el experimento entraron en una etapa de diferenciacion. Por el contrario,
las células redondas del experimento presentaron un bajo valor de Miogenina y Desmina en
todas las situaciones, lo que seria concordante con los resultados esperados, debido a que no

han entrado a una etapa de diferenciacion aun.

5.2.3. Muerte celular

La muerte celular se puede presentar en dos formas, necrosis (muerte por una
noxa o injuria) y apoptosis (muerte celular programada) (28). Los resultados obtenidos

mostraron ambos tipos de muerte celular en este experimento.

De los resultados obtenidos de picnosis y cariorrexis (signos morfoldgicos
celulares de necrosis), se encontrdé que fue mucho mas predominante la picnosis sobre la
cariorrexis. En el experimento con 7 dias de diferenciacion, la picnosis se encontré en mayor
cantidad en aquellas muestras sembradas con dos millones de células, no habiendo mucha
diferencia entre scaffold microestructurado y sin microestructura. De esto se puede inferir
que la forma del scaffold no influye en si las células mueren o no, pero lo que si influye es la
cantidad de células con las que se siembran, ya que aquellas muestras sembradas con dos
millones de células tuvieron el mas alto valor de picnosis, esto podria significar que al haber
mayor cantidad de células, hay menos recursos disponibles para estas, por lo que una siembra
con un millon de células resulta con menos muerte celular. En el caso control, con las células
en cero dias de diferenciacion, los valores de picnosis fueron similares en las situaciones
comparando la microestructura y concentracion celular. Sin embargo, en este caso, la

picnosis fue mayor que en los casos con 7 dias de diferenciacion.

Caspasa 3, que es un marcador de apoptosis, obtuvo valores més altos de score

en las muestras con 7 dias de diferenciacion que en las muestras con 0 dias. En las muestras
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de este experimento, los valores obtenidos no varian mucho entre los distintos scaffolds y
concentraciones, exceptuando el scaffold sin microestructura con un millon de células, donde
el valor obtenido fue mucho mas bajo tanto en la situacion experimental como en el control.
Por lo anterior los resultados de Caspasa 3 nos indican que la situacion en la que menos

muerte celular se presento fue en la situacion S/M.E con un millén de células.

Los grupos redondos encontrados en las muestras de Caspasa 3 presentaron
marca en el centro de los grupos, esto nos podria indicar que las células centrales de los
grupos entraron a un proceso de muerte celular, posiblemente porque no recibieron la

cantidad necesaria de nutrientes, al estar muy compactas y proximas unas con otras (15).

Los resultados de Score dividido por células redondas y alargadas demostraron
que las células redondas presentaron los valores mas altos del Score, en cambio las células
alargadas casi no presentaron marca, por lo que la muerte celular estd mayormente

concentrada en las células redondas.

En cuanto a los resultados del test ANOVA de dos factores, estos no mostraron
que hubo sinergia entre los factores de microestructura del scaffold y la concentracion celular
a la que fueron sembradas las células. Esto es concordante con la mayoria de los resultados
expuestos anteriormente, ya que no se pudo establecer una tendencia que identifique que la
estructura del scaffold tenga influencia con la proliferacion, diferenciacién o muerte celular,
lo mismo para la concentracion celular. Por lo mismo no se pudo establecer qué situacion fue
la mejor para el correcto desarrollo en cuanto a proliferacion y diferenciacion de las células,
por lo cual también se podria decir que la microestructura no tuvo mayor efecto sobre las

células.
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No hay mayor diferencia en la morfologia celular, esta es similar en las células que

crecieron a distintas concentraciones en los dos tipos de scaffolds.

La microestructura del scaffold no influyé en la distribucién celular, sin embargo, el
scaffold tal vez no fue tan permeable para permitir el acceso de medio de cultivo a
todos los niveles del scaffold.

Hubo diferencia en la forma en que interactuaron las células unas con otras,
evidenciada en los grupos que formaron, donde la mayor cantidad de grupos redondos

y alargados se encontro en la situacién C/M.E y dos millones de células.

Para proliferacion celular no se puede concluir cudl fue la mejor o peor
microestructura ni concentracion celular que permita la proliferacion de las células,

ya que los resultados no fueron concordantes.

Los resultados de diferenciacion demostraron que la situacion S/M.E con un millén
de células presentd la mayor cantidad de células alargadas y el mayor score de

Miogenina y Desmina, por lo que esta seria la mas adecuada para la diferenciacion.

Para muerte celular, en picnosis y el marcador Caspasa 3 se encontr6 el menor valor
de recuento y score respectivamente, en la situacion S/M.E con un millén de células,

por lo tanto en esta situacion las células mostraron menor muerte celular.

El scaffold S/M.E con un millon de células presentd la mayor cantidad de células
diferenciadas y la menor cantidad de células en muerte celular, por lo seria el mas

indicada para el correcto crecimiento de las células.

En general los resultados obtenidos no fueron los esperados, ya que la cantidad de

células alargadas o que presentaron marcadores de diferenciacion fue muy baja,
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ademas se encontraron en todas las situaciones del experimento grupos redondos, los

que no se asemejan a la morfologia esperada que podrian tener las células.
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ANnexos

Protocolo PCNA
Dia 1

Desparafinacion:

Xilol | 5'
Xilol 11 5°'
Xilol 11 5'
Alcohol 100 | 5'
Alcohol 100 Il 5'
Alcohol 100 111 5'
Alcohol 95 | 5'
Alcohol 9511 5'
Alcohol 80 5'
Alcohol 70 con Li 2 CO 3 5'
Alcohol 70 5'
Agua destilada | 5'
Agua destilada | 5'
Tris buffer 5'
Recuperacion Antigénica:

Buffer tris (T° ambiente) 5'
Microondas 3'
Vaporera 5'
Enfriamiento de preparaciones en agitador 20"
Agua destilada I(en agitador) 10"
Agua destilada 11 (en agitador) 10"
Agua destilada 11l (en agitador) 10°
Bloqueo Peroxidasa Endbgena:

* Perdxido de hidrogeno (2% en metanol) (en 30"
agitador)

Agua destilada | (en agitador) 5'

HIDOFOBO

TRASLADAR LAS PREPARACIONES A LA BANDEJA Y MARCARLAS CON LAPIZ
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Incubacién (en agitador)

Tris buffer | (T° ambiente) 5'
Tris buffer 11 5'
Tris buffer 111 5'
Suero de cabra 2% en Tris buffer (200 uL/porta) 30"
Anticuerpo primario (4 ° C)(200 pL/porta) Over night
PCNA (mouse monoclonal) 1:500 en Buffer Tris
Dia 2!
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
Anticuerpo secundario anti-raton hecho en cabra 1h
1:500?
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 11 5’
*Complejo ABC (200 uL/porta)® 90’
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
*Diaminobencidina (200 pL/porta)* 10°
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
TRANSFERIR LAS PREPARACIONES AL CANASTILLO

Tincion (Opcional):

Agua destilada | 5’
Agua destilada 11 5
Hematoxilina 10"
Agua corriente 10°

Agua destilada |

Enjuague rapido

1 Al comenzar el dia 2 de trabajo, se traspasa la bandeja con las preparaciones al agitador. Antes de comenzar

los lavados con Buffer Tris se prepara el anticuerpo secundario.

21:500; i.e., por cada 1 pL de anticuerpo se agregan 500 pL de buffer.

% Preparar al menos 30 minutos antes de usar.

4 Debe prepararse aproximadamente después del segundo lavado con Buffer, ya que debe utilizarse casi

inmediatamente; si se prepara antes deber ser guardado en oscuridad.
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Agua destilada I 5
Agua destilada 111 5’
Deshidratacion:
Agua destilada (solo si no se hace contraste) 5’
Alcohol 50 5’
Alcohol 70 5
Alcohol 80 5
Alcohol 95 | 5
Alcohol 95 |1 5
Alcohol 100 | 5
Alcohol 100 Il 5
Alcohol 100 111 5
Xilol | 5
Xilol 11 5
Xilol 111 5
Montar con Entellan

Protocolo BrdU
Dial
Desparafinacion:
Xilol | 5'
Xilol 11 5'
Xilol 111 5'
Alcohol 100 | 5'
Alcohol 100 11 5'
Alcohol 100 111 5'
Alcohol 95 | 5'
Alcohol 95 11 5
Alcohol 80 5'
Alcohol 70 con Li2 CO 3 5'
Alcohol 70 5'
Agua destilada | 5'
Agua destilada | 5'
Tris buffer 5
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Bloqueo Peroxidasa Endogena:

* Peroxido de hidrogeno (2% en metanol) (en 30"
agitador)

Agua destilada | 5'
Agua destilada Il 5’
Agua destilada Il 5’
Recuperacion Antigénica:

Agua destilada a 37°C 5'
Tripsina a 37°C 1
Agua destilada | (fria) 5'
Agua destilada 11 5'
Agua destilada 111 5’

HCI 2N 10-20'(10%)
Tetraborato de sodio 0,1 M pH 8,5 (B6rax) 10"
Agua destilada | Enjuague rapido
Agua destilada 11 5'

LAPIZ HIDOFOBO

Incubacién (en agitador)

TRASLADAR LAS PREPARACIONES A LA BANDEJA Y MARCARLAS CON

Tris buffer | (T° ambiente) 5'
Tris buffer |1 5'
Tris buffer 111 5'
Suero de cabra 2% en Tris buffer (200 uL/porta) 30"
Anticuerpo primario (4 ° C) (200 pL/porta) Over night
BrdU (rabbit policlonal) (1:500 en buffer Tris)
Dia 2°

Tris buffer | 5’

Tris buffer 11 5

Tris buffer 111 5

5> Al comenzar el dia 2 de trabajo, se traspasa la bandeja con las preparaciones al agitador. Antes de comenzar

los lavados con Buffer Tris se prepara el anticuerpo secundario.
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Anticuerpo secundario anti-conejo hecho en cabra 1h
1:500°

Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
*Complejo ABC (200 uL/porta)’ 90’
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
*Diaminobencidina(200 uL/porta)® 10°
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’

TRANSFERIR LAS PREPARACIONES AL CANASTILLO

Tincion (Opcional):

Agua destilada | 5’
Agua destilada 11 5
Hematoxilina 10"’
Agua corriente 10°
Agua destilada | Enjuague rapido
Agua destilada 11 5’
Agua destilada 111 5

Deshidratacioén:

Agua destilada (solo si no se hace contraste) 5’
Alcohol 50 5’
Alcohol 70 5
Alcohol 80 5’
Alcohol 95 | 5’
Alcohol 95 11 5’
Alcohol 100 | 5
Alcohol 100 II 5’
Alcohol 100 111 5’
Xilol | 5’
Xilol 11 5’
Xilol 111 5’

61:500; i.e., por cada 1 [JL de anticuerpo se agregan 500 []L de buffer.

7 Preparar al menos 30 minutos antes de usar.

8 Debe prepararse aproximadamente después del segundo lavado con Buffer, ya que debe utilizarse casi
inmediatamente; si se prepara antes deber ser guardado en oscuridad.
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Protocolo Miogenina y Desmina
Dia 1

Desparafinacion:

Xilol | 5°'
Xilol 11 5'
Xilol 11 5°'
Alcohol 100 | S'
Alcohol 100 I1 5°'
Alcohol 100 111 5'
Alcohol 95 | 5'
Alcohol 95 11 5'
Alcohol 80 S’
Alcohol 70 con Li 2 CO 3 5'
Alcohol 70 S5'
Agua destilada | 5'
Agua destilada | 5'
Tris buffer S'
Recuperacion Antigénica:

Buffer tris (T° ambiente) 5'
Microondas 3’
Vaporera 30"
Enfriamiento de preparaciones en agitador 20"
Agua destilada I(en agitador) 10"
Agua destilada 1l (en agitador) 10"
Agua destilada 111 (en agitador) 10°
Bloqueo Peroxidasa Enddgena:

* Perdxido de hidrogeno (2% en metanol) (en 30"
agitador)

Agua destilada | (en agitador) 5'

HIDOFOBO

Incubacion (en agitador)

TRASLADAR LAS PREPARACIONES A LA BANDEJA Y MARCARLAS CON LAPIZ
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Tris buffer | (T° ambiente) 5'
Tris buffer 11 5'
Tris buffer 111 S5'
Suero de cabra 2% en Tris buffer (200 uL/porta) 30"
Anticuerpo primario (4 ° C)(200 pL/porta) Over night
Miogenina 1:100 en buffer tris

Desmina 1:250 en buffer tris

Dia 2°

Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
Anticuerpo secundario anti-conejo hecho en cabra 1h
1:500%°

Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
*Complejo ABC (200 pL/porta)*! 90
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
*Diaminobencidina (200 uL/porta)*? 10°
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’

TRANSFERIR LAS PREPARACIONES AL CANASTILLO

Tincion (Opcional):

Agua destilada | 5’
Agua destilada 11 5’
Hematoxilina 10
Agua corriente 10°
Agua destilada | Enjuague rapido

® Al comenzar el dia 2 de trabajo, se traspasa la bandeja con las preparaciones al agitador. Antes de comenzar
los lavados con Buffer Tris se prepara el anticuerpo secundario.

101:500; i.e., por cada 1 pL de anticuerpo se agregan 500 pL de buffer.

11 Preparar al menos 30 minutos antes de usar.

12 Debe prepararse aproximadamente después del segundo lavado con Buffer, ya que debe utilizarse casi
inmediatamente; si se prepara antes deber ser guardado en oscuridad.
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Agua destilada I 5
Agua destilada 111 5’
Deshidratacion:
Agua destilada (solo si no se hace contraste) 5’
Alcohol 50 5
Alcohol 70 5
Alcohol 80 5
Alcohol 95 | 5
Alcohol 95 |1 5
Alcohol 100 | 5
Alcohol 100 Il 5
Alcohol 100 111 5
Xilol | 5
Xilol 1l 5’
Xilol 111 5
Montar con Entellan

Protocolo Caspasa 3
Dia1l
Desparafinacion:
Xilol | 5'
Xilol 11 5'
Xilol 1 5'
Alcohol 100 | 5'
Alcohol 100 11 5'
Alcohol 100 111 5'
Alcohol 95 | 5'
Alcohol 95 11 5
Alcohol 80 5'
Alcohol 70 con Li2 CO 3 5'
Alcohol 70 5'
Agua destilada | 5'
Agua destilada | 5'
Tris buffer 5

56




Capitulo 7: Bibliografia

Recuperacion Antigénica:

Buffer tris (T° ambiente) 5'
Microondas 3'
Vaporera (Recuperacion antigénica Tris- 30"
EDTA)

Enfriamiento de preparaciones en agitador 20"
Agua destilada I(en agitador) 10"
Agua destilada 11 (en agitador) 10"
Agua destilada 111 (en agitador) 10°
Bloqueo Peroxidasa Enddgena:

* Perdxido de hidrogeno (2% en metanol) (en 30"
agitador)

Agua destilada | (en agitador) 5'

HIDOFOBO

Incubacion (en agitador)

TRASLADAR LAS PREPARACIONES A LA BANDEJA Y MARCARLAS CON LAPIZ

Tris buffer | (T° ambiente) 5'
Tris buffer 11 5'
Tris buffer 111 5'
Suero de cabra 2% en Tris buffer (200 uL/porta) 30"
Anticuerpo primario (4 ° C)(200 uL/porta) Over night
Cleaved Caspasa-3 (rabbit polyclonal) 1:200 en

Buffer Tris

Dia 2%

Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5
Tris buffer 111 5’
Anticuerpo secundario anti-conejo hecho en cabra 1h
1:500*

Tris buffer | 5

13 Al comenzar el dia 2 de trabajo, se traspasa la bandeja con las preparaciones al agitador. Antes de comenzar

los lavados con Buffer Tris se prepara el anticuerpo secundario.

141:500; i.e., por cada 1 pL de anticuerpo se agregan 500 pL de buffer.
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Tris buffer |1 5’
Tris buffer |11 5
*Complejo ABC (200 pL/porta)®® 90
Tris buffer | 5
Tris buffer |1 5’
Tris buffer |11 5
*Diaminobencidina (200 pL/porta)*® 10’
Tris buffer | 5’
Tris buffer Il 5

TRANSFERIR LAS PREPARACIONES AL CANASTILLO

Tincién (Opcional):

Agua destilada | 5’
Agua destilada 11 5’
Hematoxilina 10
Agua corriente 10°
Agua destilada | Enjuague répido
Agua destilada 11 5’
Agua destilada 111 5’

Deshidratacién:

Agua destilada (solo si no se hace contraste) 5’
Alcohol 50 5’
Alcohol 70 5
Alcohol 80 5
Alcohol 95 | 5’
Alcohol 95 I 5’
Alcohol 100 | 5’
Alcohol 100 II 5’
Alcohol 100 111 5’
Xilol | 5’
Xilol 11 5’
Xilol 11 5’

Montar con Entellan

5 Preparar al menos 30 minutos antes de usar.
16 Debe prepararse aproximadamente después del segundo lavado con Buffer, ya que debe utilizarse casi
inmediatamente; si se prepara antes deber ser guardado en oscuridad.



