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CULTIVOS CELULARES

Conjunto de procedimientos que hacen posible el mantenimiento de células de organismos
pluricelulares in vitro, preservando al maximo sus caracteristicas fisiologicas, bioquimicas y
geneticas.

Se pueden diferenciar tres tipos de cultivos

! |

Cultivo de organos. Cultivo de células.
Cultivo de explantes




CULTIVOS CELULARES

CULTIVO DE ORGANOS

Consiste en mantener un organo entero o parte de él en la interfase entre un medio de cultivo artificial y

una atmaosfera controlada.
Se utilizan para estudiar interacciones y relaciones intercelulares, respuestas globales a estimulos y sustancias,

estudios regenerativos, etc.

CULTIVO DE EXPLANTES

consiste en adherir un fragmento de tejido a una superficie (placa o frasco de cultivo) y nutrirlo con un

medio de cultivo.
las células periféricas del explante se multiplican y proliferan, migrando por la superficie del soporte

CULTIVO DE CELULAS

Se realiza a partir de suspensiones celulares, que se introducen en un recipiente adecuado junto con un medio de
cultivo y se incuban en las condiciones éptimas para que las células proliferen.




CULTIVOS CELULARES

CULTIVO DE CELULAS

Se realiza a partir de suspensiones celulares, que se introducen en un recipiente adecuado junto con un
medio de cultivo y se incuban en las condiciones Optimas para que las células proliferen.

Es el tipo de cultivo mas habitual y se realiza a partir de muestras de cualquier tipo de tejido, restos
ovulares, liguido amniotico, sangre periférica, células hematopoyéticas, células madre, etc.

Segun la procedencia de la suspension celular de partida, los cultivos pueden ser primarios o secundarios.

» Cultivo celular primario. Para obtener un cultivo celular primario, la suspension celular de partida se
obtiene disgregando las células de un tejido por métodos mecanicos o0 enzimaticos.
Se obtiene una mezcla celular compleja formada por los distintos tipos celulares presentes en el tejido.
El cultivo primario se puede realizar a partir de esta mezcla o seleccionando un tipo celular concreto.

» Cultivo celular secundario. La suspension celular de partida se obtiene a partir de un cultivo primario
o de otro secundario, mediante un subcultivo o «pase».
También se pueden obtener a partir de una linea celular mantenida en congelacion.




APLICACIONES DE LOS CULTIVOS CELULARES

En investigacion basica permiten estudiar:

» Cualquier aspecto relacionado con el metabolismo celular: ciclo celular, rutas metabdlicas, flujos
intracelulares, diferenciacion, transformacion, etc.

> Interacciones celulares: entre células, con la matriz extracelular, con el medio ambiente.

En investigacion aplicada, son una potente herramienta biotecnolégica que se utiliza en muchas
disciplinas, con importantes aplicaciones industriales:

» Inmunologia, para produccion de anticuerpos monoclonales.

» Virologia, para produccion de vacunas.

» Farmacologia, para produccion de farmacos.

» Toxicologia, para estudios de citotoxicidad, carcinogénesis y mutagénesis.
» Dos aplicaciones relativamente modernas y muy interesantes son:

» La ingenieria de tejidos que pretende conseguir la produccion in vitro de tejidos (cultivos
histotipicos) y organos (cultivos organotipicos) funcionales para su uso en injertos y trasplantes.

» Estudios con ceélulas madre o stem cells, enfocados a la terapia celular.




BIOLOGIA DE LAS CELULAS EN CULTIVO

CURVA DE CRECIMIENTO DEL CULTIVO

Representa la dinamica de crecimiento de un cultivo, es decir, la concentracion de células por los dias de

evolucion del cultivo

Adopta la forma de una curva sigmoide en la que se diferencian tres
fases:

Fase de latencia. Es un tramo recto sin pendiente o con cierta
concavidad. Corresponde a las primeras 24 horas de evolucion del
cultivo, en las que no se produce crecimiento y, por lo tanto, el
numero de células se mantiene constante o incluso puede disminuir
ligeramente.

Fase de crecimiento exponencial. En |la curva es el tramo recto con
pendiente elevada. Dura aproximadamente 6-7 dias y corresponde a
la fase en la que el niumero de células aumenta de manera
exponencial hasta alcanzar un maximo.

Fase estacionaria. Es un tramo recto de pendiente nula. Sucede a
partir de los 6-7 dias de evolucién del cultivo y es la fase en la que el
numero de células permanece constante.

Células/ml
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BIOLOGIA DE LAS CELULAS EN CULTIVO

FORMAS DE CRECIMIENTO | === [ CRECIMIENTO EN MONOCAPA

Consiste en que las celulas crecen adheridas sobre una superficie solida (plastico o vidrio).

Se pueden distinguir diferentes etapas de desarrollo:

» Adhesion a una superficie. Corresponde al periodo durante el cual las células se van adhiriendo al
soporte.

Coincide con el periodo de latencia de la curva de crecimiento.

» Proliferacion y formacion de colonias. Una vez que las células se han pegado a la pared del frasco
de cultivo, empiezan a proliferar, expandiéndose por toda la superficie y formando colonias celulares.
Esta etapa de crecimiento se corresponde con la fase exponencial de la curva de crecimiento.

» Inhibicion por contacto. Con el paso del tiempo, las células ocupan toda la superficie disponible y
entran en confluencia, estableciendo contactos entre ellas. En este momento se produce un fenbmeno
denominado inhibicidon por contacto y las células detienen su crecimiento, aunque se mantienen vivas.
Se inicia la fase estacionaria de la curva de crecimiento. Es en esta fase cuando la morfologia y la
fisiologia de las células se parecen mas a las de las células de origen.

Para que las células reanuden su crecimiento se necesita hacer un subcultivo o «pase» de parte de las
ceélulas a un nuevo frasco de cultivo. El momento idoneo para realizarlo es el final de la fase exponencial.
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BIOLOGIA DE LAS CELULAS EN CULTIVO

FORMAS DE CRECIMIENTO | === [ CRECIMIENTO EN SUSPENSION

Las células no necesitan pegarse a una superficie para crecer, por lo que se mantienen dispersas en el seno
del medio de cultivo y proliferando.

Es tipico de células sanguineas circulantes, celulas hematopoyéticas, células madre, algunas lineas
tumorales y algunas lineas celulares transformadas.

Se pueden distinguir diferentes momentos o etapas de desarrollo:

» Adaptacion al medio de cultivo. Es un periodo, relativamente corto, en el que las células se adaptan al
medio y las condiciones de cultivo, antes de iniciar la proliferacion. Se corresponde con la fase de
latencia de la curva de crecimiento.

» Proliferacion en suspension. Una vez adaptadas, las células dispersas en el medio de cultivo
empiezan a proliferar aumentando exponencialmente su numero (fase de crecimiento exponencial).

» Inhibicion por densidad. Llega un momento en el cultivo en el que se alcanza un namero critico de
células en relacion con el volumen de medio de cultivo y los nutrientes que quedan en él. En ese
momento se produce el fendbmeno de inhibicion por densidad y las células dejan de crecer, aunque se
mantienen vivas.

Esta etapa se corresponde con la fase de latencia de la curva de crecimiento.
Al igual que en los cultivos en monocapa, es necesario hacer un pase para que el crecimiento se reanude.




BIOLOGIA DE LAS CELULAS EN CULTIVO

COMPORTAMIENTO VITAL TRAS SUCESIVOS PASES

Los sucesivos pases a partir del cultivo primario dan origen a una linea celular primaria o a una linea celular

continua.
La linea celular primaria es aquella obtenida Las lineas celulares continuas son
a partir de un tejido u 6rgano mediante un aquellas que se obtienen a partir de un
cultivo primario y que se mantiene en cultivo cultivo primario y que se mantienen en
mediante pases seriados durante un tiempo cultivo por tiempo ilimitado mediante pases
limitado. seriados.

La aparicion de lineas celulares continuas se puede también inducir por:
» Métodos fisicos: irradiacion del cultivo.
» Meétodos quimicos. Tratamiento con productos quimicos carcinogénicos.
» Meétodos biologicos (infeccion virica, transfeccion de ADN).




BIOLOGIA DE LAS CELULAS EN CULTIVO

COMPORTAMIENTO VITAL TRAS SUCESIVOS PASES | mmmss) | LINEA CELULAR CONTINUA

Aparecen espontaneamente en algunos cultivos, que se

mantienen durante mas pases de los esperados.

Linea celular continua ——m =
Transformacion

Se deben a la aparicion en el cultivo de células inmortales, L

capaces de originar lineas estables y permanentes. s el o

Senescencia

Aparecen como consecuencia de la pérdida de los = :
mecanismos de control celular. S !
©
P . , . o ;
Las células transformadas tienen caracteristicas =
especiales: £ T
S :
» Crecen indefinidamente en cultivo (son inmortales). S Pases seriades
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» Pierden la dependencia del anclaje para crecer, por lo que =
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pueden crecer en suspension.
» Pierden la inhibicién por contacto. cultvo /4
] ] N ] 5 primario - I pase
» Pueden invadir tejidos y producir tumores.

» Acumulan anomalias genéticas. Normalmente son
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aneuploides, con multiples aberraciones cromosoémicas.




FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

El cultivo de células implica extraerlas de su entorno tisular fisiolégico, introducirlas en el interior de un

recipiente adecuado que las aisla del exterior, inmersas en un medio de cultivo artificial y, finalmente,

colocar este conjunto en el interior de un incubador que proporciona unas condiciones ambientales

adecuadas.

Para gue el proceso se desarrolle adecuadamente es necesario controlar una serie de
factores o condiciones:

> El soporte fisico en el que van a crecer las células.
» La composicion y propiedades fisicoquimicas del medio de cultivo.
» La atmosfera gaseosa.

> Las condiciones de incubacion.




FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

| EL SOPORTE FiSICO | =) | MATERIALES PARA CULTIVO

Debe permitir la adhesion de las células, ser facilmente esterilizable y tener una minima calidad oOptica para
poder visualizar el cultivo con un microscopio invertido.

Los mas utilizados son el vidrio y los plasticos, pero hay otros materiales para situaciones particulares:
» Vidrio. Es reutilizable, facil de limpiar y de esterilizar por calor en autoclave. Ademas, tiene muy buena
calidad optica para observaciones microscopicas.

» Plastico desechable. Actualmente es el material mas utilizado por su bajo coste, su facilidad de
esterilizacion por irradiacion y su buena calidad optica, ademas de por el ahorro de personal y tiempo
de trabajo que supone no tener que reutilizarlo.

» Matrices tridimensionales. Se consiguen con materiales que forman estructuras tridimensionales
porosas como los geles de colageno o las esponjas de celulosa, recubiertas o no por colageno.
Se utilizan para cultivar algunos tipos celulares que se introducen en el interior de la red tridimensional
y crecen organizandose de manera mas parecida a como lo hacen en su tejido de procedencia.

» Microesferas de sephadex o poliacrilamida. Las ceélulas pueden crecer adheridas a estas
microesferas, que se mantienen en suspension en el seno del medio de cultivo.

» Metales. Para algunas aplicaciones muy concretas, como el cultivo de células de la glia, se pueden
utilizar sustratos metalicos especificos de paladio o acero.



FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

| EL SOPORTE FiSICO |~ | MATERIALES PARA CULTIVO

» Existe una amplia variedad de recipientes para cultivo.

» El parametro mas importante que los caracteriza es la superficie util de cultivo, porgue con base en ese
valor se calcula la cantidad de células que se siembran y se prevé el nUmero aproximado final de
células cuando se alcanza la confluencia

Recicicts Superficie Volumen Siembra Confluencia
P de cultivo (cm?) de medio (ml) (N.°de células) (N.° de células)
Placa multipocillo P96 0,5 0,1 1,5-10% 6-10%
Placa multipocillo P6 10 2 3 10° 1,2 <105
Placa de Petri (& 3,5 cm) 10 2 3-10° 1.2 <105
Placa de Petri (& 10 cm) 78 10 225408 88-10°
Frasco roux T-25 25 5 Tl e 2,8-10°

Frasco roux T-75 75 10 22108 88 -10°



FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

| EL SOPORTE FISICO | ) | CARACTERISTICAS Y TIPOS DE RECIPIENTES DE CULTIVO |

Placas multipocillo.

Son placas con un numero variable de pocillos (entre 6 y 96) con
fondo habitualmente plano, cubiertas por una tapa no hermética. |

Son utiles para realizar experimentos puntuales simultaneos
con distintas lineas celulares o diferentes condiciones de cultivo.

No son aconsejables para el mantenimiento de lineas celulares
por su mala estanqueidad y porgue presentan mayor riesgo de
contaminacion.

Placas de Petri.

Son las clasicas placas de cultivo circulares con tapa, en
tamanos que oscilan entre 3,5y 10 cm de diametro, y que
corresponden a superficies de cultivo entre 10 y 78 cm2.

Tienen las mismas utilidades y limitaciones que las placas
multipocillo.




FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

| EL SOPORTE FISICO | ) | CARACTERISTICAS Y TIPOS DE RECIPIENTES DE CULTIVO |

Frascos o botellas roux.

Son frascos planos con tapon de rosca disponibles en muchos
tamanos. Se caracterizan por su superficie de crecimiento; los
mas habituales son los de 25y 75 cm2, aunque los hay hasta -
de 225 cm2.

Son idéneos para todo tipo de cultivo en monocapay en
suspension, y para el mantenimiento de lineas celulares.

Botellas para incubadores tipo roller.

Son botellas cilindricas, de distintos tamafos, con una gran
superficie de crecimiento, especificas para incubarlas sobre
rodillos que las hacen girar lentamente, de manera que las

células pueden crecer en toda la superficie interior de la

botella.




FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

I COMPOSICION Y PROPIEDADES DEL MEDIO DE CULTIVO I

Son medios nutritivos que sustituyen al medio natural en el que se encuentra la celula fisiologicamente.

Son mezclas complejas que deben:

> Aportar a la célula nutrientes para su mantenimiento como organismo vivo, y todo tipo de
sustancias necesarias para el completo desarrollo metabdlico que permita a la célula proliferar.

» Reunir una serie de caracteristicas fisicoquimicas que:
» Generen condiciones microambientales adecuadas para el desarrollo celular.

» Permitan acumular temporalmente productos de desecho del metabolismo celular.



FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

| COMPOSICION Y PROPIEDADES DEL MEDIO DE CULTIVO | =) | COMPOSICION

» Sales minerales. La base de un medio de cultivo es una solucion salina equilibrada en la que se
disuelven el resto de los componentes. Entre las sales minerales que forman parte habitual de los
medios de cultivo estan el cloruro sodico, cloruro potasico, cloruro calcico, cloruro magnesico, fosfatos
sodicos y bicarbonato sodico. La concentracion de bicarbonato sodico es especialmente importante por
su papel en la regulacion del pH en conjuncion con la concentracion de CO2 ambiental.

» Tampon. El medio de cultivo tiene que estar tamponado, puesto que las células son muy sensibles a los
cambios de pH. El tampon mas utilizado ha sido el bicarbonato, sin embargo, en la actualidad se
aconseja el uso del tampon HEPES debido a su gran poder tamponador en el rango de pH optimo para
el crecimiento celular (7,2-7,6).

» Glucosa. La glucosa se incluye en los medios de cultivo como fuente de energia, como componente
unico o junto con otros hidratos de carbono.

» Aminoacidos. El medio de cultivo debe contener, como minimo, todos los aminoacidos esenciales. Se
puede suplementar ademas con otros aminoacidos, dependiendo de las necesidades de las células que
se quiere cultivar

» Vitaminas. Las vitaminas son necesarias porque influyen en la tasa de crecimiento y en la supervivencia
de las células




FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

| COMPOSICION Y PROPIEDADES DEL MEDIO DE CULTIVO | =) | COMPOSICION

» Suplementos organicos de bajo peso molecular. En esta categoria se incluyen acidos grasos
esenciales y otros lipidos, nucledsidos, piruvatos, etc.

» Indicador de pH. Dado que el pH del medio es un parametro fundamental para la supervivencia del
cultivo, en la composicion del medio se incluye un indicador de pH que registre cambios minimos en el
rango de pH optimo para el crecimiento.

El mas usado es el rojo fenol, que es purpura a pH 7,8, rojo a pH 7,4, naranja a pH 7,0 y amarillo a pH
6,5.

» Hormonas y factores de crecimiento. Esta categoria incluye multitud de componentes esenciales para
el crecimiento de las células, pero cuya proporcion en el medio de cultivo es muy dificil de estandarizar.
Los mas usados son el suero de ternera y el suero bovino fetal

» Antibidticos y antifungicos. La suplementacion del medio de cultivo con antibioticos y antifungicos es
esencial para prevenir la contaminacion por bacterias, levaduras y hongos.
» Gentamicina a una concentracion de 50 pg/ml.
» Combinacion de penicilina/estreptomicina a concentraciones 100 U/ml_100 pg/ml, respectivamente.
» El antifngico mas utilizado es la anfotericina B a una concentracion de 2-5 pg/ml.




FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

| COMPOSICION Y PROPIEDADES DEL MEDIO DE CULTIVO | = | CARACTERISTICAS FISICO QUIMICAS

» pH. Las ceélulas en cultivo suelen crecer en un margen de pH relativamente estrecho. El pH 6ptimo para
la mayoria de las células es de 7,4 (rango 7,2-7,6),
El pH del medio se fija con tampones y se controla con un indicador de pH,

» Osmolaridad. Los medios de cultivo deben ser isotonicos o ligeramente hipotonicos respecto de las
células que se cultivan. En general, las células en cultivo toleran valores de osmolaridad en el rango de
260-320 mOsm/kg.

» Viscosidad. La viscosidad no suele ser un parametro limitante para el crecimiento de las células.
Depende principalmente de la concentracion de suero que se use.
Una viscosidad ligeramente elevada tiene efecto protector durante la tripsinizacion y agitacion del cultivo

» Tension superficial. La tension superficial debe mantenerse baja y no suele ser problema en los cultivos
tradicionales. Unicamente en ciertos cultivos especiales en suspension en los que se burbujea CO2
puede producirse espuma en el cultivo. Para evitarlo se afiaden agentes antiespumantes.




FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

| LA ATMOSFERA GASEOSA |

Es la mezcla de gases en que se mantienen los cultivos; sus dos componentes mas importantes son el O y
el CO2.

Los componentes de la atmodsfera del cultivo son controlados y suministrados por el incubador.

» Oxigeno. En general, la concentracion de oxigeno atmosférico es suficiente para cubrir las necesidades
de cualquier cultivo celular. Solo algunos cultivos de érganos requieren una mayor concentracion de
oxigeno (hasta un 95%) por la mala difusion de este elemento al interior del érgano.

» CO2. ElI CO2 tiene un papel muy importante en los cultivos celulares puesto que la fraccion disuelta en el
medio esta en equilibrio con el ion bicarbonato.

» Cada medio de cultivo tiene una concentracion recomendada de CO2 en la fase gaseosa, en funcion
de la cantidad de bicarbonato sodico que contiene.

» La concentracion mas habitual, es del 5%, con un rango entre 2% y 8%.

» Los incubadores llevan acopladas botellas de COZ2 y un dispositivo que permite controlar la
concentracion de este componente en la atmosfera de incubacion.




FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO

| CONDICIONES DE INCUBACION |

El incubador es el responsable de mantener las condiciones ambientales Optimas para el crecimiento de las
células, controlando dos parametros: temperatura y humedad.

» Temperatura. La temperatura influye en gran medida en la tasa de crecimiento de las células.
La temperatura Optima de crecimiento suele ser la misma a la que estan sometidas fisiolégicamente en
los organismos de procedencia. Las células de mamiferos crecen bien a 37 °C.

» Humedad. La humedad ambiental es también un parametro importante para el buen crecimiento de las
células.
Debe ser suficientemente elevada para evitar la evaporacion del medio de cultivo, lo que produciria
aumento de la concentracion de los componentes y de la osmolaridad, y variaciones de pH.

Los incubadores actuales tienen dispositivos que inyectan agua esteéril para conseguir humedades relativas
alrededor del 95%.




PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

DISGREGACION CELULAR | > | METODOS DE DISGREGACION CELULAR

meétodos mecanicos se basan en cortar, picar e incluso triturar suavemente fragmentos de organo o tejido
colocados en un placa de Petri con tampoén o medio de cultivo, en el que se recogen las células

disgregadas tras filtrarlo para retirar los restos de tejido.

meétodos enzimaticos se basan en el tratamiento del tejido con enzimas proteoliticas que digieren las

proteinas de la matriz extracelular, liberando las células englobadas en ella.

Entre las proteasas mas utilizadas estan la tripsina, la colagenasa, la dispasa, la papaina, la elastasay
la pronasa.

Las soluciones enzimaticas se pueden combinar con EDTA, que al retirar los cationes de Ca?* que

estabilizan las uniones entre las proteinas de matriz y las células, favorece su disgregacion



PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

DISGREGACION CELULAR | > | SELECCION DE CELULAS

Tras la disgregacion de un tejido se obtiene una mezcla compleja de células en suspension.

La seleccion de células se basa en:

» Propiedades especificas de las células. Las células se pueden separar por su distinta adhesion a
sustratos, tanto naturales (endotelios, colageno) como artificiales (lana de vidrio, plastico).

> La suspension celular se hace pasar por columnas o filtros con estos sustratos, de manera que las
células de interés quedan retenidas en ellos.

> Posteriormente se eluyen con un tampon adecuado que disminuya la adhesion.

» Metodos inmunologicos de seleccion de células. Se basan en el uso de anticuerpos especificos que
reconocen las celulas de interes anclados a un soporte soélido. Hay varias posibilidades:

> Recubrir los pocillos de una placa mutipocillos con el anticuerpo especifico.

» Recubrir esferas de material inerte de cierto tamafno con el anticuerpo. Estas esferas se introducen
en la suspension con la mezcla de células, de manera que las células de interés quedan retenidas
sobre la superficie de las esferas.

» Recubrir esferas magnéticas con el anticuerpo.

En los tres casos, las células se separan del soporte solido cambiando el pH o digiriendo los anticuerpos
con enzimas.




PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

RECUENTO Y VIABILIDAD CELULAR

Una vez obtenida la suspension celular de partida, para iniciar el cultivo celular es imperativo
conocer su densidad celular, es decir, el numero de células por ml.

> Esto es debido a que el cultivo se inicia con un numero concreto de células,
dependiendo de la superficie del recipiente que se vaya a utilizar.
» Es necesario comprobar la viabilidad de esas células, es decir, confirmar

gue estan vivas.

» Ambos procesos se realizan simultaneamente diluyendo las celulas con un

colorante vital y contandolas en una camara de recuento.




PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

RECUENTO Y VIABILIDAD CELULAR | ———)> |EL COLORANTE VITAL

El colorante vital permite distinguir las células vivas de las muertas.

» El colorante mas habitual es el azul tripan, un coloide de color azul que penetra en el interior de
las células que tienen la membrana rota, pero que no atraviesa las células con las membranas

intactas.

» Cuando se observa al microscopio una poblacion de células tefida con azul tripan, se ven dos
tipos de células:

» Células de color azul, que se han tefiido porgque tienen rota su membrana citoplasmica.
Estas células se consideran no viables.

» Células blancas, en las que el colorante no ha podido penetrar porque su membrana
citoplasmica esté intacta. Se considera que estas células estan vivas y son viables para un
cultivo.




PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR
[RECUENTO Y VIABILIDAD CELULAR | - [EL CONTAJE |

El contaje consiste en el proceso de recuento de las células blancas (viables) y azules (no viables).

> Este procedimiento se lleva a cabo en la camara

de contaje celular o hemocitdmetro.
» La mas utilizada es la camara de Neubauer
» Se cuentan en los cuadrados de las esquinas
> Se cuentan las células blancas A (viables) y

azules B (no viables) presentes en las cuatro
esquinas de 0,1 mm3

Se realizan los siguientes calculos:

» Densidad celular en la suspension: (células
totales/ml) = (A+B) - 2 - 107 4

> Densidad celular viable: =A - 2 - 10" 4

> Densidad celular no viable: =B - 2 - 10 4




PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

RECUENTO Y VIABILIDAD CELULAR I:> EL CONTAJE

El contaje consiste en el proceso de recuento de las células blancas (viables) y azules (no viables).

s e o kS Visualizacidon microscopica de uno de los cuadrados
. o || de esquina de la camara de Neubauer (linea
discontinua roja) cargada con una suspension celular

- » B0 L E LI teflida con azul tripan.

° ﬂ | A En el cuadrado se observan;

H- » 30 células blancas (viables)
5 | » 18 células azules (no viables)

9

11 49041 . re . ne células viables
Viabilidad del cultivo = - x 100
“ 4 n? células totales




PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

INICIO DEL CULTIVO (SIEMBRA)

Partiendo de una suspension celular obtenida por disgregacion, seleccion o descongelacion, el
cultivo se inicia sembrando un niumero determinado de células.

Este procedimiento implica:

> Elegir el tipo de recipiente que se va a utilizar para el cultivo.

> En virtud del recipiente, establecer el nUmero de células que se van a sembrar inicialmente.
» Hacer recuento de células viables en la suspension.
>

Transferir un volumen de suspension que contenga el nimero de células deseado a un tubo
falcon y lavarlas con medio de cultivo completo precalentado a 37 °C.

> Diluir las células con el volumen adecuado de medio de cultivo completo e introducirlas en el
recipiente de cultivo.

» Colocar el recipiente de cultivo en un incubador a la temperatura adecuada (normalmente 37
°C), con la proporcion de CO2 requerida (del 5%, habitualmente) y 95% de humedad.



PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

MANTENIMIENTO DEL CULTIVO I:> CONTROL PERIODICO MICROSCOPICO

Los cultivos se controlan microscopicamente normalmente cada 1-3 dias, se retiran del incubador y se
examinan con un microscopio invertido para observar la apariencia y el crecimiento de las células.

MANTENIMIENTO DEL CULTIVO I:> CAMBIO DE MEDIO

Es la operacion de mantenimiento mas frecuente, para renovar los nutrientes consumidos por las

celulas y retirar los productos de desecho generados por el metabolismo celular.

» El cambio de medio se suele realizar cada 2-3 dias o siempre que se observe un cambio de color del
medio (viraje del indicador de pH).

» El cambio de medio nunca es total, sino que se cambian solo 2/3 de su volumen. De esta manera se
consigue que posibles sustancias beneficiosas para el cultivo producidas y secretadas por las células se

mantengan en él.
» En cultivos en monocapa el cambio de medio consiste en retirar con pipeta 2/3 de medio de cultivo y
sustituirlo por medio nuevo.
» En cultivos en suspension, se centrifuga a 700-800 rpm el cultivo, se retiran 2/3 del volumen del
medio y se sustituye por medio nuevo.

Una vez cambiado el medio se reanuda la incubacion en condiciones adecuadas




PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

MANTENIMIENTO DEL CULTIVO I:> SUBCULTIVO O PASE

Tras un cierto tiempo de cultivo (6-7 dias), los cultivos en monocapa se encuentran en situacion de
confluencia y los cultivos en suspension alcanzan una densidad critica. En ambos casos el crecimiento se
detiene y hay que realizar un subcultivo o pase.

» Cultivos en suspension
En los cultivos en suspension, se realiza un recuento de viables y se calcula el factor de dilucidn necesario
para que la densidad celular sea la adecuada para reiniciar el crecimiento.

Por ejemplo, supongamos que la dilucidon adecuada es 1/5. En ese caso se preparan 5 recipientes con 4/5 de
medio nuevo y se afiade a cada uno 1/5 del cultivo viejo.

Los 5 subcultivos se pasan al incubador para reiniciar el crecimiento celular. De esta forma se va
expandiendo la poblacion celular.

» Cultivos en monocapa

En los cultivos en monocapa es necesario despegar las celulas de la superficie del recipiente para poder
hacer el pase.

Esto se puede hacer por métodos mecanicos, con un rascador, pero el procedimiento mas habitual es la
tripsinizacion.(es el procedimiento de despegado de una monocapa de células de la superficie del recipiente
mediante una solucion de tripsina/EDTA.




PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

CONSERVACION DE CELULAS

> Las lineas celulares continuas o inmortales se pueden mantener en el tiempo mediante pases seriados.
> El método habitual de conservacion de lineas celulares es la congelacion.
» Para llevarla a cabo se procede como si se fuese a realizar un pase:

» Cuando se ha obtenido una suspension de células, se lavan con medio de cultivo y se hace un recuento
de viables.

> Se retira el medio de cultivo por centrifugacion y se sustituye por un volumen adecuado de suero animal
con un 10% de DMSO. Una densidad celular final en el medio de congelacion aceptable es alrededor de
106 células/ml.

> Esta suspension se alicuota en criotubos (aproximadamente 1ml/criotubo) y se procede a congelacion
progresiva:
» —20 °C durante 24 h.
» —80 °C durante 24 h mas.

» En nitrégeno liguido indefinidamente.




CONTAMINACIONES

Las contaminaciones en los cultivos celulares se refieren principalmente a la alteracion del
cultivo por la presencia de microorganismos no deseados y que son omnipresentes en el
ambiente.

Estos contaminantes, segun la mayor frecuencia en la que se presentan se pueden agrupar en:
» Bacterias,
» Levaduras
» Hongos
» Micoplasmas
> Virus.
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