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INTRODUCCION A LOS CULTIVOS
CELULARES

 ElI cultivo de celulas y organos aislados del
organismo constituye una via para resolver problemas
biologicos.

* Las células fuera del organismo no estan reguladas
por el sistema nervioso ni endocrino, comportandose
totalmente independientes.

* En condiciones nutritivas y ambientales adecuadas se
convierten en unidades autonomas, Iideales para el
estudio de la estructura y comportamiento de las células
vivientes.



EVOLUCION DE LOS CULTIVOS
CELULARES

 F.D. Von Recklinhausen (1.866) === mantuvo vivas
celulas sanguineas de anfibios durante 35 dias.

s Wilhelm Roux (1.885) === realiz0 cultivos de células
de embrion de pollo en solucion salina.

% Ross Harrison (1.907) == cultivd tejido nervioso de
ranay obtuvo crecimiento y diferenciacion de los axones.

% Burrows (1.910) - empled plasma de pollo para
nutrir los explantes de tejidos embrionarios de pollo.



EVOLUCION DE LOS CULTIVOS
CELULARES

s Alexis Carrell (1.912) ===mp demostré que la vida del
cultivo se puede prolongar mediante subcultivos aplicando
técnicas aseépticas.

 Eagle (1.955) =-—mp desarroll06 medios de cultivo.

* Hayflick y Moorhead (1.961 ) ===mp- Implementaron el uso
de antibioticos.

% Moscona (1.952) ===ep utilizo técnicas de tripsinizacion
para disociar celulas.



CONCEPTOS Y DEFINICIONES

Cultivo Celular: Conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de las celulas In vitro, conservando al maximo
sus propiedades fisiologicas, bioquimicas y geneéticas.

Cultivo de Organos y Tejidos: Cultivo y/o mantenimiento de
organos, tejidos o parte de ellos in vitro, preservando su
estructura y/o sus funciones.

Cultivo de Células: Es el crecimiento in vitro de células no
organizadas en tejidos, incluyendo el cultivo de celulas
individuales.



CONCEPTOS Y DEFINICIONES

Tipos de Cultivos Celulares
» Cultivos Primarios

» Linea Celular

Cultivos Primarios. Cultivo de células, tejidos u oérganos

tomados directamente del organismo y puestos a crecer en un
medio artificial.



CONCEPTOS Y DEFINICIONES

Linea Celular: Cultivo celular que tiene alta capacidad de
multiplicarse in vitro, establecido a partir del primer subcultivo
de un cultivo primario y que tiene las mismas caracteristicas
que el tejido de origen.

o Linea celular continua: Linea celular que ha
demostrado posibilidades de ser subcultivada in vitro
por lo menos 70 veces (=270 subcultivos)
indefinidamente.

O Linea celular finita: Linea celular que tiene un
numero limitado de posibles subcultivos (alrededor de
50)



CONCEPTOS Y DEFINICIONES

Lineas celulares diploides: ElI 75% de la poblacion celular

tiene igual cariotipo que las células normales de la especie de
origen.

Lineas celulares heteroploides: Tienen menos del 75% de las
células con cromosomas diploides.

Pasaje o subcultivo: Transplante de células de un envase de
cultivo a otro u otros.

NUumero de subcultivos: Numero de veces que las células
han sido subcultivadas.



TIPOS DE CRECIMIENTO CELULAR

 Crecimiento en monocapa. Las celulas se adhieren al
sustrato, creciendo y dividiendose en una unica capa celular
(monocapa). Puede ser:

X Estacionario: Las células incubadas sin agitacion,
sedimentan y se adhieren al fondo del envase, usualmente
liso.

X Rotatorio: Envase de cultivo cilindrico, que gira
lentamente de modo que las células se unen a la superficie
interna del frasco.

- Crecimiento en suspension. Las células se multiplican en
medio liquido sin adherirse a ningun sustrato.



MORFOLOGIA CELULAR

Células adherentes:

» Celulas de tipo fibroblastica: Morfologia irregular o
fusiforme.

» Celulas de tipo epitelial: Células de forma poligonal,
tienden a agruparse en laminas de ceélulas poligonales
fuertemente adheridas.

Ceélulas no adherentes: Las células suspendidas en el medio
son redondas.



VENTAJAS DE LOS CULTIVOS
CELULARES

% Control de factores fisicoquimicos y fisiologicos del
medio en el que se cultivan las células.

s Las ceélulas en cultivo asumen una constitucion
homogenea, evitando el problema Iinherente a |Ia
heterogeneidad de las muestras asociado al uso de
animales de experimentacion.

*» Economia en ensayos de reactivos o drogas a
estudiar.



DESVENTAJAS DE LOS CULTIVOS
CELULARES

¢ Estrictas condiciones de asepsia.

> Altos costos para producir una pequena cantidad de
células.

*» Pérdida irreversible de las propiedades funcionales de
las células.

+¢» Dificultad en relacionar células cultivadas con las células
funcionales del tejido original.

*» Problemas de inestabilidad genetica cuando se realizan
varios pases.

+» Validez del modelo in vitro.



LOS CULTIVOS CELULARES Y SU
MEDIO AMBIENTE

Factores:
La naturaleza del sustrato

Las condiciones fisicoquimicas y fisiologicas del
medio de cultivo

La naturaleza y composicion de la fase gaseosa

La temperatura de incubacion



Naturaleza del sustrato

Capacidad de las células para adherirse al sustrato
depende de las propiedades fisicas del envase.

Tipos de sustrato
a. Vidrio. Bajo costo, facil limpieza y esterilizacion.

b. Plastico desechable. Material descartable vy
esteril por irradiacion.

c. Microsoportes. Soportes plasticos esfericos a
los que se unen las celulas.



Condiciones fisicoguimicas Yy
fisiologicas del medio de cultivo

pH
Osmolaridad

Sales inorganicas (mantienen el medio isotonico)

V V YN

Glucosa (fuente de energia)

» Aminoacidos (balance de nitrogeno, precursores de
la sintesis de proteinas)

» Vitaminas (cofactores)



Condiciones fisicoguimicas Yy
fisioldgicas del medio de cultivo

» Suero (biosintesis celular, promueve el
crecimiento, estimula la sintesis de ADN, ARN vy
proteinas, y facilita la adhesion al sustrato por
medio de las globulinas).

» Antibioticos: (evita el desarrollo de
contaminantes microbianos en el cultivo).

» Agua (deionizada, destilada y esterilizada).



Naturalezay composicion
de la fase gaseosa

La supervivencia de las células depende de la
presencia de oxigeno y dioxido de carbono disuelto en el
medio de cultivo.

Oxigeno: El area de superficie del medio debe ser
bastante grande para facilitar una absorcion adecuada de
oxigeno.

Dioxido de carbono: Influye en la cantidad de CO,
disuelto, mantiene el pH y Ila cantidad de Iones
bicarbonato.



Temperatura de Incubacion

v' Temperaturas por encima de la temperatura 6ptima de
crecimiento destruyen a las células.

v Temperaturas por debajo de la temperatura optima
son toleradas por las células.

v’ La temperatura 6ptima para el crecimiento celular
depende del tejido u érgano animal de origen.

Tejidos de aves y mamiferos: 36°-38°C
Tejidos de anfibios, peces, insectos y reptiles: 20°-36°C



CONTROL DE LOS MEDIOS

¢ Medicion del pH y osmolaridad
¢ Control de esterilidad
¢ Control del crecimiento y citotoxicidad

¢ Conservacion de los medios



Control de esterilidad

Procedimientos controlados y estandarizados que
detecten posibles contaminantes: bacterias
aerobias y anaerobias, levaduras, hongos vy
micoplasmas.

Medios de cultivo mas utilizados:

*Caldos: thioglicolato, infusion cerebro-corazén,
triptosa fosfato, tripticasa de soya, maltosado
Sabouraud.

*Agares: nutritivo, sangre, Sabouraud glucosado.



Control de esterilidad

% Se inoculan los medios con muestras (medios de
cultivo u otras soluciones) y se incuban a 37°C vy
temperatura ambiente, durante un periodo no menor de
10 dias.

¢ Para grandes cantidades de medio, la muestra es de
un 10%.

% Se efectuan pruebas confirmatorias, incluyendo una
coloracion Gram para determinar retrospectivamente la
fuente de contaminacion.



Control del crecimiento y
citotoxicidad

w Sueros, medios de cultivo y soluciones deben ser
evaluados.

w Para evidenciar citotoxicidad, deficiencias en el
crecimiento o caracteristicas morfologicas no usuales.

w Se utiliza como control un lote de medio evaluado
con anterioridad.



Conservacion de los medios

» Los medios son almacenados a bajas temperaturas
(4-8°C).

» Soluciones que favorezcan el crecimiento
bacteriano deben almacenarse estériles.

» Evitar o acortar la exposicion de los medios a la
accion de la luz.



LABORATORIO DE CULTIVO
CELULAR

< Area limpia destinada al trabajo con cultivos
celulares.

< Area de preparacion y esterilizacion de
medios de cultivo, reactivos y soluciones.

< Area de lavado y preparacion de material.



Areas de produccion de cultivos
celulares y preparacion de medios

»Ambiente controlado de presion, temperatura,
humedad relativa y particulas en el ambiente.

»3in corrientes de aire, con un flujo unidireccional de
aire filtrado (filtros HEPA).

»Presion atmosférica positiva (entre 15 y 20 mm de
HQg).



Areas de produccién de cultivos
celulares y preparacion de medios

» Desinfecciones periddicas con limpiezas profundas,
ademas de desinfecciones diarias con luz uv.

»Equipos y materiales utilizados solo para cultivo
celular.

»Uso de cabinas de seguridad biologica.



Area de lavado y preparacion de
material

¢+ Lavado y embalaje del material de vidrio y plastico
para ser esterilizado y posteriormente utilizado en el
cultivo de las lineas celulares.

¢ El material debe ser puesto en agua
Inmediatamente después de su uso, se lava con
detergente especial para cultivo celular y se enjuaga
con agua destilada y bidestilada.



Equipos que debe tener un laboratorio de
cultivo celular

Cabinas de flujo laminar Tanques de N, liquido y
congeladores

Centrifugas refrigeradas Bafios delaie

Microscopios o lupas invertidas Agitadores magnéticos

Estufas con y sin CO
4 ; Equipos de esterilizacion:

pHmMetro hornos, autoclaves

Pipeteadores Equipos de filtracion

Equipos de purificacion

NEVEIEE
de agua



Normas de Bioseguridad

a. Utilizar batas o uniformes apropiados. Para ciertas
actividades utilizar guantes, tapabocas, gorros vy
cubrezapatos.

b. Usar calzado cerrado.

c. Los uniformes y batas contaminadas se deben colocar en
recipientes identificados, para proceder a su esterilizacion.

d. Proteger los ojos y la cara de salpicaduras con lentes de
seguridad u otros dispositivos de proteccion.



Normas de Bioseguridad

e. Lavarse las manos antes y después de haber manipulado
materiales y animales infecciosos, al abandonar el
laboratorio y cuantas veces sea necesario.

f. No tocarse partes del cuerpo como cara, 0jos, boca,
mientras se esta manipulando material biologico.

g. No pipetear con la boca. Emplear las pipetas automaticas
O propipetas.

h. No se permite comer, beber, fumar, guardar alimentos, ni
aplicar cosmeticos en el l[aboratorio.



CRIOPRESERVACION DE CULTIVOS
CELULARES

Evitar continuos subcultivos de una linea celular que no
es de uso rutinario, reduciendo tiempo y esfuerzo.

Mantener un “stock” de ceélulas, en prevision de perdida
accidental de un cultivo.

Tener células de referencia contra las cuales controlar
mutaciones, sensibilidad a virus etc., de las células en
uso.

Mantener un “pool” de células diploides con bajo nivel de
pase.



CRIOPRESERVACION DE CULTIVOS
CELULARES

Banco Celular: Coleccion de envases que contienen
material celular de composicion uniforme, almacenada en
condiciones definidas, donde cada envase contiene una
alicuota de un pool de células.

Semilla Celular: Cantidad de células bien caracterizadas
de humanos, animales u otro origen, almacenadas por
congelacion a -100°C o menos en alicuotas de composicion
uniforme, derivada de un tejido unico o células.



CRIOPRESERVACION DE CULTIVOS
CELULARES

Banco Celular Maestro: Cantidad de células de origen
humano, animal u otro tejido, caracterizadas vy
almacenadas por congelacion a -100°C o menos, en
alicuotas de composicion uniforme derivadas de una
semilla celular.

Banco Celular de Trabajo: Cantidad de células de
composicion uniforme derivada de un Banco Maestro con
un numero de pase finito, dispensado en alicuotas en
envases individuales almacenados y congelados a 100°C
O Menos.



CONGELACION DE CULTIVOS
CELULARES

* Las células

* El medio de conservacion

* El procedimiento de congelacion

* Las condiciones de almacenamiento

* El proceso de descongelacion



Preparacion de las células

* Tomar en cuenta:

 Tipo de célula

» Condiciones de crecimiento
 Estado fisiologico de las células

« Cantidad de células presentes en la suspension celular

s Efectuar pruebas de esterilidad que detecten bacterias,
hongos, levaduras y micoplasmas.



Preparacion de las células

** Reducir el numero de pases a partir de la
muestra original certificada.

¢ Ajustar las poblaciones de celulas animales a
concentraciones que garanticen recuperar una
muestra representativa de la poblacion.



Medio de conservacion

> Medio de crecimiento con 2 veces |la
concentracion normal de suero + glicerina y/o DMSO al
5-10%.

> El agente crioprotector debe ser diluido
previamente a la concentracion deseada en el medio de
crecimiento para minimizar los efectos nocivos.



Procedimiento de congelacion

A/

*%* Al tripsinizar las células, se resuspenden en el medio de
congelacion.

7

s La suspension celular se distribuye en ampollas, frascos
y/o viales plasticos o crioviales.

\/

*%* La congelacion debe ser lenta para evitar la formacion
de cristales que rompan las células

!

Disminuir 1°C por minuto hasta llegar a -20°C o0 25°C y
luego congelando rapidamente hasta -70°C o temperaturas
inferiores



Condiciones de almacenamiento

Condiciones de almacenamiento

“ Nitrogeno
Liquido -196°C

Gas -150° a -180°C

% Congelador

-70° a -80°C
-45° a -65°C

Sobrevivencia

> ANos

6 meses a 1-2 anos

6 meses a 1 ano



Proceso de descongelacion

v'La descongelacion debe ser rapida (agitar en bano
de Maria a 37°C).

v'Limpiar los envases con alcohol al 70%.

v' Resuspender las células en el medio de crecimiento
con una jeringa o con una pipeta Pasteur.

» La descongelacion se realiza cada cierto numero
de pases para evitar cambios morfologicos, péerdida de
susceptibilidad viral y pérdida de las ceélulas por
contaminarse.



CONGELACION DE CULTIVOS
CELULARES

¢ Seleccion de los cultivos en la fase logaritmica activa

¢ Congelacion lenta

% Uso de D.M.S.0 o glicerina al 5% o0 10%

*+ Medio de congelacion conteniendo suero
s Temperatura ultra baja

*+ Descongelacion rapida



CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS

2)

3)

4)

CELULARES

Correlacion con el tejido de origen para:

identificar el linaje al que la célula pertenece
determinar la posicion de las células dentro de ese linaje
si son células transformadas o no

Monitoreo de inestabilidad genética y variacion fenotipica.

Verificacion de contaminacion cruzada y confirmacion de
las especies de origen.

|dentificacion de lineas celulares especificas dentro de
un grupo del mismo origen.



CARACTERIZACION DE LOS
CULTIVOS CELULARES

Cultivo iniciador

l

Control de contaminantes
Verificacion de especies
Isoenzimologia
Cariologia

Eficiencia en placa
Ensayos inmunologicos

Pruebas de
tumorogenicidad

Ensayos de funcion

Microscopia electronica

Muestra congelada —

l

Control de esterilidad

Verificacion de especies

«—Semilla celular descongelada

l

Envio de

Banco Celular Maestro —— muestra para

l

Banco Celular de Trabajo

verificar fuente




CONTAMINACION DE CULTIVOS
CELULARES

Los agentes mas usuales de contaminar los
cultivos celulares son:

s Bacterias

¢ Hongos y levaduras

** Micoplasmas

s Virus

s* Protozoarios

s* Contaminacién cruzada



Fuentes de Contaminacion

Tejidos y células contaminadas
Medios de cultivo

Personal de laboratorio
Equipos y cristaleria

Medio ambiente

YV V VY

Se pueden controlar con:
v Empleo de procedimientos efectivos, estandarizados y

eficaces para prevenir, detectar y eliminar las posibilidades de
contaminacion.

v' Mantener una vigilancia continua para verificar el manejo
adecuado de los cultivos celulares.



Caracteristicas de la
Contaminacion

. Cambios bruscos de pH

. Turbidez del medio

. Se observan granulos en los espacios intercelulares de
la monocapa y en el sobrenadante.

. Contaminacion bacteriana se observa uniforme vy
abundante.



Deteccion de los Contaminantes

¢ No existe un medio Unico que permita el crecimiento de todos
los contaminantes.

Se requiere de una combinacion de técnicas:

= Observacion del cultivo a simple vista o a través del
mIcroscopio.

» Uso de multiples medios de cultivo para la siembra de
muestras.

* Empleo de procedimientos que aumenten el desarrollo de los
microorganismos contaminantes.

= |dentificacion por técnicas especiales.



Micoplasmas

Células procariotas que miden entre 0.2um a 0.5um de
diametro, pleomorficas y carentes de pared celular.

Pueden estar presentes en:
£ Suero bovino

@ Tripsina

£ Operador

®Lineas celulares

Pueden producir:

» Interferencia con la tasa de crecimiento celular.
»Induccion de alteraciones morfologicas.

»Alteraciones del metabolismo celular y funciones
bioquimicas.

»Inhibicion o incremento de la tasa de multiplicacion viral.



Métodos de Deteccion de
Micoplasmas en Cultivos Celulares

Metodos de cultivo microbiologicos:

>

Y V VYV

Siembra previa de la muestra en medio liquido y
posteriormente pase en medio agar.

Siembra directa en agar.

Siembra en medios semisolidos.

Adicion de “agar—overlay” sobre la monocapa celular.
Inoculacion de grandes volumenes de muestra en
medio liquido.



Métodos de Deteccion de
Micoplasmas en Cultivos Celulares

Métodos indirectos

#* Metodos morfologicos e histoquimicos
%* Metodos inmunologicos
% Meétodos bioquimicos

* Ensayos enzimaticos

 Metodos autorradiograficos

 Empleo de sondas genéticas (hibridizacion del
ADN)

« Determinacion del tamafo del genoma



Normas de Prevencion y Control de
Contaminantes

1. Adquirir lineas celulares de fuentes que garanticen que
estan libres de contaminacion.

2. Evaluar periodicamente todos los cultivos que se llevan
en el laboratorio.

3. Prohibir el uso de |la boca en el pipeteo, emplear solo
dispositivos especiales.

4. Equipar un area separada para el manejo de lineas
celulares de dudosa procedencia.



Normas de Prevencion y Control de

Contaminantes

Desinfectar la superficie de trabajo cada vez que se
manipule un cultivo diferente.

Almacenar pases bajos de celulas, una vez que se
compruebe que no estan contaminadas

Realizar controles de calidad para detectar
contaminaciones en sueros, agua destilada y medios
de cultivo.

Evaluar periodicamente la efectividad en el
funcionamiento de hornos y autoclaves.



10.

11.

Normas de Prevencion y Control de
Contaminantes

Reforzar la limpieza y desinfeccion del area de
trabajo.

Utilizar técnicas de asepsia durante el manejo de
los cultivos celulares.

Educar el personal y hacer revisiones periodicas
de las técnicas de asepsia.



Departamento de Cultivo
Celular

« Elaborar vacunas antirrabicas de uso veterinario,
donde se utiliza la linea celular BHK-21.

 Realizar el Diagnostico de enfermedades
infectocontagiosas.

* Apoyar Programas de investigacion.



Departamento de Cultivo

Celular

Controlar productos biologicos donde se utilizan

Hep-2C
RK-13
VERO
Ma-104

las lineas celulares:

= \/. Antipoliomelitica
- \/. Rubeola

=) \/. Sarampion/parotiditis
mmp- \/. RoOtavirus
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