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Titulo de la propuesta:

PROTOCOLO PARA EL CULTIVO CELULAR A PARTIR DE PEZ CEBRA

Responsable: MINO Gastén L., gaston.mino@uner.edu.ar

Integrantes del Equipo: ESCURI GRAF Nicolas, MINO Gastén, SIGOT Valeria.

Unidad Académica: Facultad de Ingenieria - UNER

Situaciéon Problematica: La investigacion biomédica basica, con miras a la transferencia tecnoldgica, es una
necesidad en el campo de la salud, pues muchas sustancias y procedimientos son evaluados para garantizar el
beneficio de los pacientes. Sin embargo, existen limitaciones para realizar este tipo de investigacion, debido a la alta
inversion que demanda, especialmente la infraestructura y el cuidado que requieren los modelos animales
tradicionales. El pez cebra (Danio rerio) es un modelo animal emergente con muchas cualidades que lo posicionan

como una alternativa atractiva en el area biomédica.

Desde la investigacion traslacional tiene mucha potencialidad el desarrollo de técnicas que permitan testear
medicamentos o biomateriales en las primeras etapas de desarrollo de un producto o que generen protocolos que
aseguren la biocompatibilidad de éste. En particular, el establecimiento de cultivos celulares epiteliales a partir de la
epidermis de peces adultos permitira realizar estudios de absorcién de medicamentos o dispositivos que estén en
contacto con la piel. Para evitar la contaminacién de los cultivos celulares, los protocolos incluyen el uso de
antibidticos, lo cual puede ser perjudicial al originar cepas bacterianas con resistencia a estos medicamentos. Hallar
alternativas al uso de antibiéticos es fundamental para evitar la incidencia de estos.

Objetivos: Objetivo general: Diseiar e implementar un protocolo para obtener y establecer un cultivo celular a partir

de tejido epidérmico de pez cebra evaluando diferentes métodos de esterilizacion.
Objetivos especificos:

A. Familiarizarse con materiales, equipos, metodologias e insumos necesarios para el manejo del cultivo
celular.

B. Adquirir habilidades en el manejo de cultivos de bacterias y de los peces cebra.

C. Determinar la metodologia mas adecuada para disminuir o eliminar el contenido bacteriano en cultivos
mediante técnicas de esterilizacion.

D. Elegir el método mas adecuado para la obtencidn de las células de interés de la epidermis del pez cebra.
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E. Evaluar la efectividad de los métodos de esterilizacion efectuados en bacterias en cultivos celulares
obtenidos a partir del pez cebra.

F. Establecer un protocolo para el cultivo celular a partir de tejido epidérmico de pez cebra.

Resultados alcanzados: Como alternativa al uso de antibioticos, se utilizé radiacion UV. Dicho método de
esterilizacion se caracteriza por tener una accion superficial con bajo poder de penetracion. Para determinar la dosis
de UV, se obtuvo una curva de Intensidad UV vs distancia para lampara UVC G15T8 (A = 254 nm) utilizando un
sensor UV GUVA-S12SD y una placa Arduino Pro Mini 328 de 5 V/16 MHz. La relacién encontrada entre estas
variables es | < 1/r (I: Intensidad y r: distancia a la fuente) y por otro lado, se logré realizar con SolidWorks el
modelado 3D del montaje para la medicidn y de la carcasa del sensor. A partir de diluciones en serie de cultivo
liquido de Staphylococcus aureus y recuento en placa se relacioné el conteo de colonias con la
absorbancia/transmitancia de las diluciones sembradas. Utilizando placas sembradas con diluciones seriadas, se
irradiaron con distintas dosis de UVC (40, 204 y 612 mJ/cm?) para determinar la efectividad germicida de la lampara.
Realizando cultivos de agua de pecera de pez cebra con medio Luria-Bertani se determind la relacién entre la
reduccién de concentracion bacteriana presente en los mismos, midiendo su absorbancia, y la dosis UVC con la
cual se los irradio, la cual se ajusté a una curva exponencial y permitié elegir la dosis minima a utilizar para los
cultivos celulares de pez cebra, ya que con dosis mayores a 207 mJ/cm? se obtuvieron porcentajes de reduccion
entre el 70 y 100%. Ademas, se observaron preparados en portaobjetos de microgotas de los cultivos de agua de

pecera con microscopio de contraste de fase para relacionar las imagenes obtenidas con las dosis UVC utilizadas.
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