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Areas de interés en el cultivo de tejidos y células

Imaxe tomada de CULTEC

*O cultivo celular é a técnica consistente na proliferacion controlada dun tipo
celular a partir dunhas poucas células, en condicidns controladas (temperatura,
nutrintes, pH, humidade e presién de CO2 e 02).

*Usualmente para realizar nas células experimentos controlados que permitan
cofecer de maneira especifica a resposta dun tipo celular homoxéneo ante
estimulos controlados e definidos.
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Figura 1. Esquema cultivo celular: cultivo primario y cultivo secundario. Tomado de [2].

Imaxe tomada de Lia Pietrasanta y Catalina von Bilderling
[2] Los cultivos celulares y sus aplicaciones | (cultivos de células animales). Lic. Maria Eugenia Segretin.

* Cultivos primarios: cultivos preparados directamente a partir dun tecido ou
organo. Poden iniciarse con ou sin separacion previa dos distintos
tipos celulares. As células conservan as suas  caracteristicas
orixinais e a sua proliferacion é limitada.

* Cultivos secundarios: subcultivos preparado a partir dun primario, no que 0s
tipos de células mais prominentes se multiplican ata formar unha monocapa. O
obxectivo é obter unha lina celular estable.



* Lina celular: é un cultivo celular homoxéneo que pode seguirse cultivando
indefinidamente.
Normalmente son células tumorales (espontaneas ou inducidas).

LINEA CELULAR TIPO Y ORIGEN
3T3 Fibroblastos (raton)
BHK21 Fibroblastos (Syrian hamster)
MDCK Célula epitelial (perro)
HeLa Célula epitelial (humano)
PtK1 Célula epitelial (rata canguro)
L6 Mioblasto (rata)
PC12 Célula cromafin (rata)
Sp2 Célula plasmatica (ratén)
COS Higado (mono)
293 Higado (humano) transformado con adenovirus
CHO Ovario (Chinese hamster)
R1 Embrionic stem cells (ratén)
El14,1 Embrionic stem cells (ratén)
H1, H9 Embrionic stem cells (humano)
S2 Macrophage-like cells (Drosophila)
BY2 Undifferentiated meristematic cells (tabaco)

Tabla 1. Lineas celulares: tipo y origen.
*Muchas de estas lineas celulares son derivadas de tumores. Todas son capaces de replicarse
indefinidamente en cultivo, y expresar algunas de las caracteristicas especiales de sus células de origen.
Las lineas BHK21, Hel.a y SP2 son capaces de crecer eficientemente en suspension. La mayoria de las

otras lineas celulares necesitan de un sustrato sélido para multiplicarse. Tomado de [1].
Imaxe tomada de Lia 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



LINA CELULAR HELA

Esta lina célular deriva dunha mostra de cancer
cérvico-uterino obtida o 8 de febrero de 1951 de
Henrietta Lacks.

En 1952, Grey, Coffman e Kubicek obtefien con
esta mostra a primera lina celular continua.

Empregaron un medio extremadamente complexo e pouco definido: plasma de polo,
extracto de embridn bovino e soro de cordén umbilical humano.
Inicialmente se empregou para o estudo do virus da poliomelitis.

Medio de cultivo recomendado: Medio Basal de Eagle (BME). Medio elemental, so
contén os aminoacidos esenciais. Precisa sempre a suplementacién con soro bovino
fetal 6 10 %.

Pola sua adaptabilidade 6 crecemento en cultivo, as células HelLa son dificiles de
“controlar”. Son unha “mala herba” persistente que contamina outros cultivos
celulares realizados nos mesmo laboratorios.



ATCC Number: CCL-2

Designation: ~ Hela LINA CELU LAR HELA

Scale Bar = 100um H}gh Density

Células Hela tinguidas con Hoechst 33258 Células HelLa en mitosis nun microscopio electrénico
Dominio publico, commons.wikimedia.org



LINA 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
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THE ORIGIN AND CHARACTERISTICS OF A PIG KIDNEY
CELLSTRAIN, LLC-PK,

RN HULL, W. K. CHERRY, ssn G, W, WEAVER

Lalty Researvh Liboraporses. Davvssa of Eh Lily s § smpany. Tndianapeibs. ladisss iain

SUMMARY
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growth on serum:- lree medinm 1% has been carried thoough 145 passages on this medium.
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INTRoDUCTION

Trypuin-dispersed cells prepared from the Lid-
meye ol domestic pags grow well in tissee colture
and can readily be established an prrmanent cell
strains. Al brast sin tuch siraias have been de-
scribesd, or mentioned, in the Hirratuee (1-61
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ALATERIALS AND METHO0S

Cell culinre preparation and origin of LLC.
PK,. The kidaeys from & 17-b juvenile male
Hampshire pig were aseptically removed alier -
sanguinstion of the donor snimal. Both kideeys
were mincrd, puoded ingriher, and trypeinied by
ithe procedure described by Younger (71 A 1-40-
) smspermsion was made of the final orll pack in
medium 199 contabning 10% horse serum (H3)
amd JIK) units penicillin and 100 g strepiomycin
per ml. This was used a5 the inoculum lor 1o
bottle cultares. By 4 days of incubation a1 37°C,
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the culu meTe i fi . and were
reled with medinm I.Wm % HS and
antibiotics. The lirst subeuliure was made on the
Bih day by stripping the cells Irom ihe glass with
0.10% Armour’s erysialline trypsin prepared in
Earle's balanced sab solution. Antibiotics were
disrontinued st this time. Passages were made st
approximately weekly imervals, snd the splin
ratis was gradually mcressed until o berame rou-
time a1 0 15 A total of B8 consecutive passages
were made before the crll sirain was frosen and
wiored in liquid nitrogen, 1i has bren in and out of
our lruoaen cell bank on numerous socasions over
the 17 years since s origin in 1958, The highes
passage tn whach these celis have been ady anced is
K118

Medis, seve and eoll wrains. Mediam 199
iM% wan prepared in our laboratonies, esen-
tially secording 10 the lormuls given by Morion in
Iher review article (8L Hanks' balanced sali solu-
toss wan mwed, and the lollowing slight modifica -
tions were made: Niscin 0/0.75, inositel
006050, Tween B0, 30/20.0 and ATP 2.0/10.0
iLilly/ Morton, mg/ll. Other media were pur-
chased from commercial ssurces. HS was ob-
tuinesd from sar own borses; fetal bovine serum
iFBS) was purchased. The Y15 cells were ob-
wained lrom Dr. Renjamin Sweet, and PK,, was
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LINA CELULAR LLC-PK1
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Imaxe tomada de CLS Cell Lines Service GmbH www.clsgmbh.de



CRECEMENTO

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



* Lina celular:

o Ventaxas: ambente controlado, homoxenidade da mostra, aforro
econdmico, cuestions éticas.

o Desventaxas: técnica moi sensible, inestabilidade cromosomica,
indiferenciacion, alto coste para grandes cantidades, validez dos modelos
“in vitro”.
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Fig. 2.10. Chromosome Numbers of Finite and Continnous Cell
Lines. (a) A normal human ghal cell line. (b) A continuous cell line
from human metastatic melanoma.

Imaxe tomada de Juan Manuel Gonzalez Mafias (UPV)
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MEDIOS DE CULTIVO

O cultivo celular realizase en medios artificidis preparados mezclando compofentes
purificados ou solucidns orgdnicas complexas, no interior de instrumentos que
mantenen as condicidns fisico-quimicas adecuadas e sobre soportes ou recipentes que
os contefien e aillan do medio exterior.

Propiedades do medio

-pH: arredor de 7,4. Para medilo engadeselle roxo fenol 6 medio.

-Osmolaridade: nun rango éptimo de 260/330 mOsm/kg (lixeiramente hipotdnico)
-Solucién salina equilibrada (BSS): sales inorganicas que manteiien o medio isoténico.
-Glucosa: fonte de enerxia.

-Aminoadcidos: para a sintese de proteinas.

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

-Soro fetal (bovino, equino...): contén factores de crecemento, estimula a sintese de
ADN, ARN e proteinas e facilita a adhesion 6 sustrato por medio das globulinas.

-Antbidticos e antimicodticos: evitan o crecemento de bacterias e fungos.

-Auga: desionizada, destilada, estéril.
-Temperatura: 372C



MEDIOS DE CULTIVO

Control dos medios

-Medindo pH e osmolaridade

-Control de esterilidade: mostra dos reactivos en caldo nutritivo

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

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



MEDIO DE CULTIVO

(Roxo de fenol)




MEDIOS DE CULTIVO

Aminoacidos Vitaminas Sales Otros Compuestos * Proteinas
requeridas en
medios definidos
libres de suero
Arginina Biotina NaCl Glucosa Insulina
Cisteina Colina KCl Penicilina Transferrina
Glutamina Folato Na H,PO, Estreptomicina Factores de
Histidina Nicotinamida NaHCO; Anfotericina crecimiento
[soleucina Pantotenato CaCl, Rojo fenol especificos
Leucina Piridoxal MgCl, Suero fetal bovino
Lisina Tiamina
Metionina Riboflavina
Fenilalanina
Treonina
Triptofano
Tirosina
Valina

Tabla 2. Composicién de medios de cultivo para células de mamifero.

* La penicilina y la estreptomicina son antibiéticos y la anfotericina es un antimicético,
se adicionan para impedir el crecimiento de bacterias y hongos contaminantes,

respectivamente. El rojo fenol es un indicador de pH. Tomado de [1].



MEDIOS DE CULTIVO

Los principales medios empleados y sus aplicaciones son:

x Medio Basal de Eagle (BME). Medio elemental con sdlo los aminoacidos esenciales. Se necesita siempre la suplementacion
con suero bovino fetal al 10 %. Crecimiento de fibroblastos de ratdn y células Hela.

x Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM). Es el medio de uso mas corriente, contiene mas aminoacidos y en mayor
concentracién que el BME. Se usa para cada casi todo tipo de cultivos y requiere la adicién de suero (10%).

x RPMI 1640. Medio disefiado para el crecimiento de linfoblastos y lineas celulares leucémicas en suspension. Tiene un amplio
rango de aplicaciones con suplementos adecuados.

x Medio MEM modificado por Dulbeco (DMEM). Contiene cuatro veces la concentracion de aminoacidos y vitaminas que el
BME. Se usa para la seleccién de hibridomas suplementado con HAT o HT.

x Modificacion de Iscove del medio DMEM (IMDM). Es un medio muy completo que incluye en su formulacion albimina
bovina, transferrina, selenito, et... Es muy Util para el cultivo de linfocitos en medio libre de suero. También sirve para otros
tipos celulares, pero en ese caso requiere suero a bajas concentraciones.

x McCoy 5A. Medio disefiado para el crecimiento para el crecimiento de lineas celulares diploides tanto de rata como
humanas.

x Medio F-10 de Ham. Para el crecimiento de lineas celulares humanas, debe ser suplementado con proteinas y hormonas.
Contiene metales como Fe, Cu, Zn. Es (til para el cultivo de células amnidticas.

x Medio F-12 de Ham. Util para el crecimiento de lineas celulares son suplementos proteinicos. Combinado con IMDM es un
medio que se usa como libre de suero.

x Medio 199. Muy usado para el cultivo de células no diferenciadas y estudio de cromosomopatias.
Todo medio de cultivo estd formado por los siguientes elementos:

x Soluciones salinas equilibradas (BSS). Una solucion salina equilibrada es una mezcla de sales inorganicas, incluyendo
usualmente bicarbonato sddico, y suplementada con glucosa. Se usan para diluir medios mas completos, como medio de
diseccion o lavado, o para incubaciones cortas que requieren un medio isotdnico no completo nutricionalmente. Su eleccion
dependera de:

v la tensidn de CO,. La concentracion de bicarbonato debera permitir el equilibrio a pH 7,54 a 36,5°C. Asi BSS-Eagle es
mas usada para 5% CO, y BSS-Hank (HBSS) es usado a la tension atmosférica normal.

v su uso en la disgregacién de tejidos 0 monocapas. En ese caso deberan carecer de Ca;" y Mg,*. Son recomendables los
medios de Moscona, CMF, o PBS de Dulbeco o Vogt (PBSA).

v" su uso para el cultivo en suspension o de células en monocapa. Es recomendable el uso de MEM(S), variante de MEM
sin Ca," que reduce la agregacion celular y la adherencia.

Debido a su escasa capacidad tamponadora se recomienda suplementarlo con HEPES para pH en el rango 7,2 a 7,8 y



MEDIOS DE CULTIVO

Fase gaseosa
-Osixeno: as necesidades de osixeno para a maior parte de cultivos celulares esta

cuberta coa tension atmosférica normal.

-Didéxido de carbono: Inflie na cantidade de CO2 disolto no medio, que mantén o pH e
a cantidade de idns bicarbonato.

Cada medio ten unha concentracion recomendada de bicarbonato y de tension de CO2

para acadar o pH correcto.
Hzo + COZ H2CO3 H+ + HCO§

NaHCO; > Na* + HCO;3

El incremento de la concentracion de idn bicarbonato desplaza la ecuacion [1] hacia la izquierda, de modo que el pH se
establezca en 7,4. Se puede emplear asimismo otra base, por ejemplo NaOH, siendo la ecuacion:

NaOH + H2C03 NaHCO3 + H20 Na+ + HCOE + H20

—

Os cultivos que medran a baixa densidade ou nun recipiente aberto precisan unha
atmoédsfera de CO2 (normalmente dun 5%), cuia concentracion esté en equilibrio co
bicarbonato sdédico do medio pra manter o pH estable en 7,4.

Os cultivos de alta densidade cultivados nun recipiente pechado poden non precisar
atmosfera de CO2, pero quizais si ter un medio de cultivo con HEPES que regule a sua
cantidade no medio.



EQUIPAMENTO

BOTES E PLACAS
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FLASK: TAPON INTERCAMBIO DE GASES




MEMBRANAS PLASTICAS POROSAS

Transwell® insert

Upper compartment

Microporous membrane
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EQUIPAMENTO

CAMPANA DE FLUXO LAMINAR

INCUBADORA DE CO2

CENTRIFUGA
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EQUIPAMENTO

AUGA ULTRAPURA DESIONIZADA

ESTERILIZACION: AUTOCLAVE




EQUIPAMENTO

CONXELADOR -80 °C TANQUE DE NITROXENO LIQUIDO
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INCUBADORA

Sen CO2

Lid
Glass jar

Candle
Tubes with —
liquid media \ Petri plates ~

..--""'.FF_

with solid

media (inverted)
{a) Candle jar. Plates and tubes inoculated with, for example, (b) CO,-generating packet. The packet consists of a bag
Neisseria meningitidis are placed in a jar with a lighted candile, containing a Petri plate and a CO; gas generator. The gas
and the jar is sealed. The burning candle reduces the O, generator is crushed to mix the chemicals it contains and
concentration to a point where the flame goes out. This will start the reaction that produces CO.. This gas reduces the
provide a CO; atmosphere of approximately 3%. O; concentration in the bag to about 5% and provides a

C0. concentration of about 10%:.



INCUBADORA
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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 presion positiva para evitar a entrada de
contaminantes.

* Sala de laboratorio: Sala “sucia”. Resto dos equipamentos e procedementos
(tincidns, cariotipado, citoxenética, microscopio de fluorescencia).

* Sala de frio: Cos conxeladores e o equipo de crioxénia, Separada da de cultivo
polas turbulencias que xeneran estes equipos.

Modificado de Biologia molecular y citogenética. Mdédulo transversal Sanidad. Altmar.



CULTIVO DUN EXPLANTE PRIMARIO

Collect tissue
sample in
DBSS

Chop with crossed Wash by
scalpels to 0.5-1.0 mm resuspension and
settling 2-3X

Transfer pieces
to flask with
prewetted
pipette

Incubate overnight under
thin film of medium

Make up medium to usual
volume after 2448 h
fe=e—
(a)

After about 1 week cells can be seen
migrating radially from the explant

Fig. 11.6. Primary Explant Culture. (a) Schematic diagram of stages in dissection and seeding primary
explants. (b) Primary explant culture from mouse squamous skin carcinoma; explant and early stage of
outgrowth about 3 days after explantation (see also Plate 2b). (¢) Outgrowth after removal of explant,
about 7 days after explantation. 10 objective.

Imaxe tomada de Juan Manuel Gonzalez Mafias (UPV)




CURVA DE CRECEMENTO DUN CULTIVO CELULAR
* Fase de latencia

*Fase de crecemento exponencial: Facer subcultivo 6 final da mesma
*Fase estacionaria: Inhibicion pos contacto (en suspension é por densidade)

SUBCULTURE
6 | FEED l <
10 ] Plateau
] phase
E
0
©
o
10°
1 ., Lag
i i phase | Exponential ("Log") phase
104 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Days from subculture
Fig. 12.2. Growth Curve and Maintenance. Semilog plot of cell concentration versus time from
subculture, showing the lag phase, exponential phase, and plateau, and indicating times at which
subculture and feeding should be performed (see also Section 20.9.2; Fig. 20.8).

Imaxe tomada de Juan Manuel Gonzalez Marias (UPV)



SUBCULTIVO DUNHA MONOCAPA

Confluent monolayer
growing in flask after

Incubate at Sbout 1 week

37°C for 7 days

Medium removed and

Cells spreading .
after a few hours cj‘i} % gf’;é)gigl%;ﬁ?%l:ed in
without EDTA)

Incubate at 37°C i LIIIEIIEI}
‘ %’ Trypsin added

(o) (s) o QO O
Cells reseeded e e
in a fresh flask ﬁ

Cells resuspended | ’

in medium ready for ‘
Trypsin removed
leaving residual film

counting and

reseeding
Incubate at
37°C for 10 min

EEOEOEEE®®EEE)
Cells rounding up
after incubation

Fig. 12.3. Subculture of Monolayer. Stages in the subculture and growth cycle of monolayer cells
after trypsinization (see also Plates 4, 5).

Imaxe tomada de Juan Manuel Gonzalez Mafias (UPV)




SUBCULTIVO DUNHA MONOCAPA

Remove spent media, rinse with - - l| =
equal volume of PBS and add 3mlL Dilute the cells Fl =
)

of Trypsin EDTA / /
Incubate at 37°C, 5% €0, @5 -

un:lﬂ ;E"IHS dfta'tg élﬁlilguminutes) | | Wash with PBS |
5 and add Sml o - i " T
. =*  AF5C Expansion Medium | Resu;pendfmth mecym ] \\
Transfer content o
15ml conieal tube @\\
| Trypsinize the cells I | Remove the PES |
<) . - i 18—
S 3 3
Centrifuge B £ | AddPRIME-XV &
300xg for g Aspirateoff  &- | AFSCExpansion &
5 minutes supernatant %— Medium =
£ £
=
= Passage 2

E 107 BMSCs/em?
| =9

Seed cells at approximately 5,000 cells/cm® of culture vessel Passage 1 =

Incubate at 7' | :
5% C0,incubator ﬁ = E E T E

Imaxe tomada de Juan Manuel Gonzalez Mafias (UPV)




CONTAMINCACION

Imaxe tomada do Manual de Practicas de cultivo de células animales, Universidad Auténoma Metropolitana
(UAM) Plantel Iztapalapa. Mexico
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CONTAMINACION
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CONTAMINCACION

Bacteria Levadura Hongo (Moho)
T : P AR A P

¥

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



VIDEO: Cell Culture Attached Cell

VIDEO: Primary Cell Culture Protocols Guidance

VIDEO: How To Change Cell Culture Media



Videos/wapyoutub.com Cell Culture Attached Cell.mp4
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Videos/wapyoutub.com Cell Culture Attached Cell.mp4
Videos/wapyoutub.com How To Change Cell Culture Media.mp4
Videos/wapyoutub.com How To Change Cell Culture Media.mp4
Videos/wapyoutub.com Primary Cell Culture Protocols  Guidance.mp4
Videos/wapyoutub.com Primary Cell Culture Protocols  Guidance.mp4

CUANTIFICACION

Calculo:

* cada compartimiento: 1 mm X 1 mm X 0,1 mm (largo X ancho X fondo)
=0,1mm® =0,1pl

* se obtiene el numero de células en un volumen constante de 0,1 pl.

* se cuentan los 4 compartimientos y se obtiene la media aritmética.

Camara de Neubauer




CONXELACION

Slow Fast Slow Fast
'Eﬂﬂ“ng cﬂ.nling mﬂ"ﬂg Eﬂﬂling

. - . ¥

X & XX £

Cellular death Cellular death Cells dehydrate Cellular death
from dehydration from internal ice but survive from internal ice
effects crystal damage crystal damage
Without Cryoprotection With Cryoprotection

Figure 1. Effects of Freezing Rates on Cells

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