Biologia Celular y Molecular

Cultivo celular

Métodos y técnicas de cultivo celular

¢Por qué estudiar células in vitro?
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Son plataformas tecnoldgicas esenciales para el desarrollo de mdultiples

investigaciones cientificas.

v" Es una fuente homogénea de un tipo celular dado.

v Mayor control de las condiciones experimentales.

v'No hay un nivel de organizacion real; permite el estudio de procesos de

forma simplificada (OJO! hay que saber extrapolar resultados).

v Es mas simple y barato que criar animales.

v La mayoria de las lineas utilizadas estan disponibles comercialmente; los

resultados obtenidos por diferentes grupos pueden compararse.

Cultivos primarios

Animal

!

Aislamiento de tejido mm=)  Explante primario )

!

Diseccion/disgregacion

!

Tratamiento con proteasas

!

Placa de cultivo
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Cultivos secundarios y lineas celulares

Cultivo primario

Repique

Cultivo secundario

. La heterogeneidad celular es menor: el medio
N repiques

utilizado determinara que células se desarrollaran.

Linea celular

¥ N
Linea finita Linea continua
Lineas celulares
Finitas

Son lineas celulares que sobreviven durante un nimero limitado de pasajes
para después entrar en senescencia. La mayoria de las lineas normales son

finitas.

Continuas
Son lineas celulares que estan inmortalizadas (pueden dividirse en cultivo

indefinidamente, sin demostrar sintomas de senescencia). Para que una
linea finita pase a ser continua, debe sufrir un proceso denominado
“transformacion” (cambio en el perfil de expresion proteico, nro.
cromosomico, etc). Estas lineas pueden generarse artificialmente o ser

aisladas de un tejido tumoral.
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Cultivo primario de embrién de pollo

Velocidad
crecimiento
cultivo

D 25
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N° de Generaciones celulares

Linea celular: poblacion de células animales o

vegetales con capacidad de dividirse
indefinidamente en condiciones in vitro.

Muerte de ‘-\

adaptadas
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to cultivo

Crisis
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Proliferacion

¢ células no ——* variante inmortal
(linea celular)

30
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Dias
Establecimiento de Linea Celular.
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Lineas celulares

Linea celular Procedencia Tipo celular de origen
MDCK Perro Rif6N
VERO Mono RifoN
CHO Hamster Epitelio del ovario
CV-1 Mono Rif6N
NIH-3T3 Raton Fibroblastos de embrion
Rat-1 Rata Fibroblastos de embrion
Hela Humana Carcinoma cervical
HEK-293 Humana Rindn de embrion
LNCaP Humana Tumor de prostata
MCF7 Humana Tumor de mama
Sf21 Lepidoptero Ovario
Hi-5 Lepidoptero Ovario
S2 Drosophila Embriones

melanogster

Frascos y placas de cultivo

Plasticos tratados

Los recipientes plasticos suelen tener una carga
neta negativa, aunque se consiguen con carga
neta positiva (facilitan la seleccion de ciertos
tipos celulares).

Coatings

Aln cuando las células suelen secretar sus
propias matrices para adherirse al sustrato,
se pueden colocar coatings proteicos de
diversa indole (colageno, fibronectina,
laminina, etc). Suelen utilizarse porque
proveen un entorno 3D.




Medios de cultivos

Componentes basicos:
1) Aminoacidos esenciales, 2) vitaminas, 3) glucosa, 4) sales minerales, y 5)

suero (factores de crecimiento y adhesion, minerales, lipidos y hormonas).

Aditivos:

Antibiéticos y antifungicos: Gentamicina (50 pg/ml), penicilina (100 pg/ml),
anfotericina (2,5 pg/ml), etc.

Tampo6n pH: HEPES para pH en el rango 7,2 a 7,8 y Tricina en el rango 7,4 a 8,0.

Indicador pH: rojo fenol.

Principales medios empleados

Medio Basal de Eagle (BME): medio elemental (aminoacidos esenciales). Se necesita
siempre suplementarlo con suero bovino fetal al 10 %.

Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM): contiene mas aminoacidos y en mayor
concentracion que el BME. Requiere la adicion de suero (10%).

Medio MEM modificado por Dulbeco (DMEM): contiene cuatro veces la concentracion de
aminoacidos y vitaminas que el BME.

Modificacion de Iscove del medio DMEM (IMDM): es un medio muy completo que incluye
en su formulacion albimina bovina, transferrina, selenito, etc.

RPMI 1640: medio disefado para el crecimiento de linfoblastos y lineas celulares
leucémicas en suspension.

Medio L-15 de Leibovitz: utilizado para el cultivo de virus.

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.
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Condiciones fisicas de cultivo

Temperatura: células de mamifero: 36-37°C, células de vertebrados de sangre
fria: 18-25°C.

Fase gaseosa: p0,, y pCO, 5% (suele depender de qué tipo de buffer lleve el
medio de cultivo: HEPES o bicarbonato).

Humedad: es importante que el medio de cultivo no se evapore (para no
alterar la osmolaridad del medio). Se mantiene la atmoésfera hiUmeda con una
solucion 1X de CuSO,.

Viscosidad: esta determinada fundamentalmente por el contenido en suero.
Tiene poca influencia sobre el crecimiento, si es importante para evitar el
dano celular en la agitacion del cultivo (menor dafo a mas viscosidad) y en la

tripsinizacion.

En resumen:

v'A partir de tejidos es posible obtener células libres que pueden ser

cultivadas en condiciones de laboratorio (cultivo primario).

vEstas células, a las que debe suministrarsele medios complejos con
aminoacidos, antibidticos, vitaminas, fuentes de carbono, sales y factores de
crecimiento, entre otros componentes, pueden ser sostenidas (repiques o

pasajes) entre 50 y 100 generaciones (lineas celulares finitas).

v'Algunos cultivos de células logran inmortalizarse debido a cambios

genéticos (lineas celulares establecidas o contintas).

v'Las células derivadas de tumores, llamadas “transformadas”, suelen

constituir lineas inmortales.
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Técnicas basicas de cultivo celular

*Repique o pasaje
*Recuento
«Congelacion

*Descongelacion

Técnicas basicas de cultivo celular

*Repique o pasaje
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« Cuando un cultivo llega a su confluencia maxima (que puede o no coincidir
con la capacidad maxima del recipiente), se lo repica: las células son

desprendidas del sustrato, diluidas y trasvasadas (0 no) a un nuevo recipiente.

« Para las células que crecen en suspension, el repique se basa en la dilucion.

Tripsina-EDTA 1X
(incubacion a 37°C)

> [
L O =

Dilucién en
PBS medio de
1X crecimiento
sk

2 o 3 lavados

Técnicas basicas de cultivo celular

*Recuento
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Recuento

Azul Tripan: es un colorante vital. Las células vivas lo bombean al exterior,

viéndose blancas y refringentes. Las células muertas lucen azules y opacas.

Solucion A: solucion salina (provee un medio osmadticamente favorable).

Solucién B: azul tripan.

¢Como se usa el azul tripan?

1 parte de solucion de
azul tripan (1 parte
sol. A + 4 partes de sol.
B)

1 parte de
suspension celular

Camara de Neubauer o
hemocitémetro

4 cuadriculas con
16 cuadrados
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Viva (refringente)

Muerta (RIPT)

Porcentaje de viabilidad: relacion entre las células muertas y las vivas (si es muy

bajo, probablemente no convenga utilizar las células).

Para obtener el nimero de células en mi suspension:

1. Obtener un promedio de los 4 cuadrantes

( Nro. células + Nro. células + Nro. células + Nro. células) /4
cuadrante 1 cuadrante 2 cuadrante 3 cuadrante 4

2. Multiplicar por el factor de dilucion al agregar el azul tripan
Promedio x 2

3. Multiplicar por el factor de correccion de volumen

(Promedio x 2) . 1 x 104 Esto da el nimero de células
por mililitro

4, Multiplicar por la cantidad de mililitros totales de la solucion (Q)

Esto da el nimero de células

. 4 S —
[(Promedio x 2) x 1 x 104] x Q totales
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Recuento:
20 28
2 2
$ 19 | 23
Pellet Resuspendo en 6 ml

MEM

Recuento

;Cuantas células hay en mi
suspension?

Técnicas basicas de cultivo celular

«Congelacion
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¢Por qué sirve congelar células?

» Para mantener los cultivos cuando uno no los necesita.

> Para asegurarse de tener un stock de una linea (frente a un evento de

contaminacion, pérdida, etc).
> Para mantener la linea lo mas joven posible.

> Para ahorrar plata!! (es mas barato mantener células congeladas que invertir

reactivos y tiempo en mantenerlas en cultivo).
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¢Como congelar celulas?

v'Medio de congelacién: dependiendo de la disponibilidad de suero, las

células se pueden congelar en los siguientes medios: DMEM completo, DMEM

con 20% suero, o en 100% suero; en cualquier caso suplementados con un

agente crioprotector.

"""

células
+
medio de cultivo
+
criopreservante

Criopreservantes:

*DMSO
«Gliserol
«Etilenglicol

¢Coémo congelar células?

v'Gradiente de temperatura: para congelacion y descongelacion

Congelamiento
lento

o
I =
=

Muerte celular
por deshidratacion

Al

Vem

4 e )

Congelamiento
rapido

Muerte celular

por formacion de
cristales de hielo

Alcohol
isopropilico

-1°C/min
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Resumiendo:

Células + medio
congelacion Mr. Frosty

Freezer
-70°C

Tanque N,

Freezer -130°C

Técnicas basicas de cultivo celular

*Descongelacion
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¢Coémo descongelar células?

« Debe ser RAPIDA. De esta manera se evita que los cristales del medio se derritan antes
que los cristales intracelulares (desbalance osmético y explosion de la célula).

« Se realiza colocando un vial congelado (-70°C o -196°C) en un bano a 37°C. CUIDADO!
Los viales pueden explotar y el N, liquido QUEMA.

« Dependiendo de la linea celular, luego de la descongelacion las células pueden ser
centrifugadas para eliminar el criopreservante o no. Como maximo, a las 24 hs hay que

hacer un cambio de medio.

(T <:j S

70%c ——— > NN

-196°C
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Cinética del cultivo celular

Adhesion celular (=60 y 90 min)

|

Extension sobre el sustrato (spreading) (=3 a 4 hs)

|

Proliferacion celular (TD=20 hs)

|

Confluencia (=72-96hs)

Parametros utiles:

« Porcentaje de adhesion: es el porcentaje de células que efectivamente se

adheriran al sustrato (es una caracteristica de cada linea).

« Viabilidad: es la cantidad de células vivas que poseo en un cultivo (lo obtengo

durante el recuento).

» Tiempo de duplicacion: tiempo que tarda EN PROMEDIO una poblacion celular

en duplicarse (es una caracteristica de cada linea).

» Densidad de saturacion: es la cantidad maxima de células que “entran” en
una determinada superficie. Suele expresarse en células/cm? (es una

caracteristica de cada linea).
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N, = N, / 2N

0 su contraparte despejada
ND = log,, (N / Np) x 3,333

ND=t/td

Donde

N, es el nimero inicial de células
N; es el nimero final de células

ND es el nimero de duplicaciones que sufre
la linea en un determinado tiempo

Donde

ND es el nimero de duplicaciones que sufre
la linea en un determinado tiempo

t es el tiempo en el que transcurre el ensayo
(o en el que deseo obtener una monocapa
confluente, etc.).

td es el tiempo que le toma a la linea
duplicarse

11/09/2013

18



