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•O cultivo celular é a técnica consistente na proliferación controlada dun tipo 
celular a partir dunhas poucas células, en condicións controladas (temperatura, 
nutrintes, pH, humidade e presión de CO2 e O2).  

•Usualmente para realizar nas células experimentos controlados que permitan 
coñecer de maneira específica a resposta dun tipo celular homoxéneo ante 
estímulos controlados e definidos. 

Imaxe tomada de CULTEC 



• Cultivos primarios: cultivos preparados directamente a partir dun tecido ou 
órgano. Poden iniciarse con ou sin separación previa dos distintos 
tipos celulares. As células conservan as súas características 
orixinais e a súa proliferación é limitada.  
 
• Cultivos secundarios: subcultivos preparado a partir dun primario, no que os 
tipos de células máis prominentes se multiplican ata formar unha monocapa. O 
obxectivo é obter unha liña celular estable. 

Imaxe tomada de Lía Pietrasanta y Catalina von Bilderling 
[2] Los cultivos celulares y sus aplicaciones I (cultivos de células animales). Lic. María Eugenia Segretín.  



• Liña celular: é un cultivo celular homoxéneo que pode seguirse cultivando 
indefinidamente.  
Normalmente son células tumorales (espontáneas ou inducidas).  

Imaxe tomada de Lía Pietrasanta y Catalina von Bilderling 
[1] Molecular Biology of The Cell. Bruce Alberts, Alexander Johnson, Julian Lewis, Martin Raff, Keith 

Roberts, Peter Walter. Publisher: Garland Publishing Inc 



LIÑA CELULAR HELA 

Esta liña célular deriva dunha mostra de cáncer  
cérvico-uterino obtida o 8 de febrero de 1951 de  
Henrietta Lacks. 
 
En 1952, Grey, Coffman e Kubicek obteñen con  
esta mostra a primera liña celular continua.  
 
Empregaron un medio extremadamente complexo e pouco definido: plasma de polo, 
extracto de embrión bovino e soro de cordón umbilical humano. 
Inicialmente se empregou para o estudo do virus da poliomelitis. 
 
Medio de cultivo recomendado: Medio Basal de Eagle (BME). Medio elemental, só 
contén os aminoácidos esenciáis. Precisa sempre a suplementación con soro bovino 
fetal ó 10 %. 
 
Pola súa adaptabilidade ó crecemento en cultivo, as células HeLa son difíciles de 
“controlar”. Son unha “mala herba” persistente que contamina outros cultivos 
celulares realizados nos mesmo laboratorios. 



LIÑA CELULAR HELA 

Células HeLa tinguidas con Hoechst 33258 Células HeLa en mitosis nun microscopio electrónico 
Dominio público, commons.wikimedia.org 



LIÑA CELULAR LLC-PK1 

Designation: LLC-PK1 
Origin and General Characteristics 
Depositor: CLS 
Organism: Sus scrofa (pig) 
Synonym(s): Swine 
Age/Stage: 3 to 4 weeks 
Strain: Hampshire 
Gender: Male 
Tissue: Kidney 
Morphology: Epithelial 
Cell type: Normal 
Growth Properties: Adherent 
References: Hull RN et al. The origin 
and characteristics of a pig kidney 
cell strain, LLC-PK. In Vitro 12: 670-7, 
1976 



LIÑA CELULAR LLC-PK1 

Imaxe tomada de CLS Cell Lines Service GmbH www.clsgmbh.de  



CRECEMENTO 

DÍA 5   DÍA 8 
Imaxe tomada do Manual de Prácticas de cultivo de células animales, Universidad Autónoma Metropolitana 

(UAM) Plantel Iztapalapa. Mexico 

DÍA 0   DÍA 3 



• Liña celular:  
o Ventaxas: ambente controlado, homoxenidade da mostra, aforro 

económico, cuestións éticas. 
o Desventaxas: técnica moi sensible, inestabilidade cromosómica, 

indiferenciación, alto coste para grandes cantidades, validez dos modelos 
“in vitro”. 

Imaxe tomada de Juan Manuel González Mañas (UPV) 



Imaxe tomada de Juan Manuel González Mañas (UPV) 



MEDIOS DE CULTIVO 

O cultivo celular realizase en medios artificiáis preparados mezclando compoñentes 
purificados ou solucións orgánicas complexas, no interior de instrumentos que 
manteñen as condicións físico-químicas adecuadas e sobre soportes ou recipentes que 
os conteñen e aíllan do medio exterior. 
 
Propiedades do medio 

-pH: arredor de 7,4. Para medilo engádeselle roxo fenol ó medio. 

-Osmolaridade: nun rango óptimo de 260/330 mOsm/kg (lixeiramente hipotónico) 

-Solución salina equilibrada (BSS): sales inorgánicas que manteñen o medio isotónico. 

-Glucosa: fonte de enerxía. 

-Aminoácidos: para a síntese de proteínas. 

-Vitaminas: como cofactores. Segundo o medio e as necesidades das células cultivadas 
poden incluirse só as do tipo B ou todas. 

-Soro fetal (bovino, equino…): contén factores de crecemento, estimula a síntese de 
ADN, ARN e proteínas e facilita a adhesión ó sustrato por medio das globulinas. 

-Antbióticos e antimicóticos: evitan o crecemento de bacterias e fungos. 

-Auga: desionizada, destilada,  estéril. 
-Temperatura: 37ºC 



MEDIOS DE CULTIVO 

Control dos medios 

 

-Medindo pH e osmolaridade 

 

-Control de esterilidade: mostra dos reactivos en caldo nutritivo 

 

-Control de crecemento e citotoxicidade: evaluación dos reactivos con células. 

 

-Conservación dos medios: neveira, oscuridade e estériles se é posible. 



 MEDIO DE CULTIVO 
(Roxo de fenol) 



MEDIOS DE CULTIVO 



MEDIOS DE CULTIVO 



MEDIOS DE CULTIVO 

Fase gaseosa 

-Osíxeno: as necesidades de osíxeno para a maior parte de cultivos celulares está 
cuberta coa tensión atmosférica normal.  
-Dióxido de carbono: Inflúe na cantidade de CO2 disolto no medio, que mantén o pH e 
a cantidade de ións bicarbonato. 

Cada medio ten unha concentración recomendada de bicarbonato y de tensión de CO2 
para acadar o pH correcto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os cultivos que medran a baixa densidade ou nun recipiente aberto precisan unha 
atmósfera de CO2 (normalmente dun 5%), cuia concentración esté en equilibrio co 
bicarbonato sódico do medio pra manter o pH estable en 7,4. 
Os cultivos de alta densidade cultivados nun recipiente pechado poden non precisar 
atmósfera de CO2, pero quizáis sí ter un medio de cultivo con HEPES que regule a súa 
cantidade no medio. 



 EQUIPAMENTO 

BOTES E PLACAS 



FLASK: TAPÓN INTERCAMBIO DE GASES 



MEMBRANAS PLÁSTICAS POROSAS 



 EQUIPAMENTO 

CAMPANA DE FLUXO LAMINAR INCUBADORA DE CO2 

CENTRÍFUGA MICROSCOPIO INVERTIDO 



 EQUIPAMENTO 

BAÑO AUGA ULTRAPURA DESIONIZADA 

ESTERILIZACIÓN: FILTRACIÓN ESTERILIZACIÓN: AUTOCLAVE 



 EQUIPAMENTO 

CONXELADOR -80 ºC TANQUE DE NITRÓXENO LÍQUIDO 

CÁMARA DE NEUBAUER 



 INCUBADORA 
Sen CO2 



 INCUBADORA 
Sen CO2 



 EQUIPAMENTO 
 
 

ZONAS DO LABORATORIO: 
 
• Sala de cultivo: Sala “limpa”. Procedementos relacionados directamente co 
cultivo celular. Campanas de fluxo, incubadores e microcopio invertido. 
Preferentemente con filtrado do aire e presión positiva para evitar a entrada de 
contaminantes.  
 
• Sala de laboratorio: Sala “sucia”. Resto dos equipamentos e procedementos 
(tincións, cariotipado, citoxenética, microscopio de fluorescencia).  
 
• Sala de frío: Cos conxeladores e o equipo de crioxénia, Separada da de cultivo 
polas turbulencias que xeneran estes equipos. 
 

Modificado de Biología molecular y citogenética. Módulo transversal Sanidad. Altmar. 



CULTIVO DUN EXPLANTE PRIMARIO 

Imaxe tomada de Juan Manuel González Mañas (UPV) 



CURVA DE CRECEMENTO DUN CULTIVO CELULAR 
• Fase de latencia 
•Fase de crecemento exponencial: Facer subcultivo ó final da mesma 
•Fase estacionaria: Inhibición pos contacto (en suspensión é por densidade) 

Imaxe tomada de Juan Manuel González Mañas (UPV) 



SUBCULTIVO DUNHA MONOCAPA 

Imaxe tomada de Juan Manuel González Mañas (UPV) 



SUBCULTIVO DUNHA MONOCAPA 

Imaxe tomada de Juan Manuel González Mañas (UPV) 



CONTAMINCACIÓN 

Imaxe tomada do Manual de Prácticas de cultivo de células animales, Universidad Autónoma Metropolitana 
(UAM) Plantel Iztapalapa. Mexico 



CONTAMINACIÓN 



CONTAMINACIÓN 



CONTAMINCACIÓN 

    Colonias de Micoplasmas            Micrografia electronica de micoplasmas creciendo sobre  
    crecidas sobre un agar             la superficie de las celulas en cultivo. 
    nutritivo especial  
 

Imaxe tomada de 
www.fbioyf.unr.edu.ar/evirtual/pluginfile.php/119009/mod_resource/content/0/Contaminaciones%2021-5.pdf 

Bacteria   Levadura   Hongo (Moho) 



VÍDEO: Cell Culture Attached Cell 

VÍDEO: How To Change Cell Culture Media 

VÍDEO: Primary Cell Culture Protocols  Guidance 

Videos/wapyoutub.com Cell Culture Attached Cell.mp4
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CUANTIFICACIÓN 



CONXELACIÓN 

Imaxes tomada de General Guide for Cryogenically Storing Animal Cell Cultures 
Authored by: John Ryan, Ph.D., Corning Incorporated Life Sciences 

http://www.labautopedia.org/mw/images/CryoAnimal_Fig1.png


CONXELACIÓN 

TANQUE DE NITRÓXENO LÍQUIDO CONXELADOR -80 ºC 



CROMOGRAMA 



CROMOGRAMA 




