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Biologia Celular y Molecular

Guia de TP Nro. 2
Mantenimiento de lineas celulares

Introduccion

Una de las formas de crecimiento in vitro es el cultivo en monocapa. Cuando las células
requieren la adhesidn a un sustrato para crecer y dividirse, el crecimiento se realiza en una Unica capa
celular (monocapa). Esta monocapa crecera hasta alcanzar cerca del 100% de confluencia (mdaxima
capacidad de cubrimiento de superficie); pasado esta etapa, el crecimiento se detiene por inhibicién por
contacto y las células pueden comenzar a degenerar, despegarse y morir. No obstante, algunas variantes
de células tumorales son capaces de “apilarse” y dar lugar a multicapas.

Células F3II (carcinoma mamario murino) creciendo en monocapa

Por lo tanto, para poder mantener la monocapa viva por periodos largos en cultivo es necesario
realizar un repique o pasaje con cierta periodicidad. Esta metodologia consiste en remover el medio de
cultivo que se encuentra en contacto con las células, levantarlas del sustrato, disociarlas, y luego
resembrar en un nuevo sustrato. Este procedimiento se realiza al final de la fase log, antes de que las
células entren en el plateau de crecimiento.
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Es necesario definir algunos conceptos para instalar un lenguaje comun en el manejo de lineas
celulares:

e CULTIVO CELULAR: Termino utilizado para denominar el crecimiento de células in vitro,
incluyendo el cultivo de células aisladas. En los cultivos celulares, las células no estan
organizadas en verdaderos tejidos.

e CULTIVO PRIMARIO: El cultivo iniciado a partir de células, tejidos u érganos tomados
directamente de un organismo. Un cultivo primario debe ser considerado como tal
hasta que se subcultive (o repique) con éxito por primera vez. En ese momento se
considera una linea celular.

e DENSIDAD DE SATURACION: El maximo numero de células mantenible bajo condiciones
especificas de cultivo en un recipiente. Este término se expresa usualmente como el
numero de células por centimetro cuadrado en una superficie de cultivo o el nimero de
células por centimetro cubico en un cultivo en suspension.

e EFICIENCIA DE SIEMBRA (ADHESION): El porcentaje de células sembradas que se
adhieren a la superficie del recipiente de cultivo en un tiempo determinado. Siempre
deben establecerse las condiciones bajo las cuales se realizé la determinacién.

e LINEA CELULAR: Una linea celular se origina a partir de un cultivo primario en el
momento del primer subcultivo exitoso. El término linea celular implica que los cultivos
de la misma consisten en numerosos linajes de células presentes originalmente en el
cultivo primario. Los términos finita o continua son usados como prefijo si se conoce el



estado del cultivo. Si no, el término linea es suficiente. El término linea continua
reemplaza al término linea establecida.

e MEDIO QUIMICAMENTE DEFINIDO: Una solucién nutritiva para cultivo de células siendo
conocida la estructura quimica de cada componente. Aunque se sabe que aun los
compuestos quimicos puros pueden tener algunos contaminantes, se deben usar
compuestos quimicos de alta calidad con datos analiticos, si es posible, de los
contaminantes.

e PASAJE (REPIQUE): La transferencia o trasplante de células, con o sin dilucién, de un
recipiente de cultivo a otro. Se entiende que siempre que las células se transfieren de
un recipiente a otro,.una cierta porcion de éstas se pierde y que por lo tanto, se produce
la dilucién de las células en forma deliberada o no. Este término es sinénimo del término
subcultivo.

e PASAJE NUMERO (REPIQUE NUMERO): El numero de veces que las células en cultivo
han sido subcultivadas. En la descripcion de este proceso debe establecerse la relacién o
diluciéon de las células a fin de determinar la edad relativa del cultivo.

Protocolo TP2-Dia 1

Objetivo

Realizar un pasaje o repique de una linea celular creciendo en monocapa para su
mantenimiento en cultivo.

Materiales

Reactivos de cultivo

- D-MEM (Medio Esencial Minimo Modificado)
- SFB (Suero Fetal Bovino)

- Tripsina + EDTA

- PBS (Buffer Fosfato Salino)

Materiales generales

- Pipetas de vidrio estériles (2, 5y 10 ml)
- Descarte

- Tubos cénicos de 15 ml estériles

- Propipeta automatica

Desarrollo de la practica

Los alumnos recibirdn un frasco T25 con células creciendo en monocapa a una confluencia
~70%. Se utilizaran células de carcinoma mamario murino F3Il (Alonso et al, 1996).
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Observar al microscopio el frasco (Superficie:25 cm2 ) que se va a subcultivar para ver
si la monocapa es continua y uniforme.

Insertar una pipeta de 2 ml en la propipeta automatica y descartar el medio de
cultivo del frasco.

Lavar 3 veces con PBS sin Ca++ ni Mg++ (también puede utilizarse solucién
fisiolégica).

Cubrir la monocapa con cantidad suficiente de solucion de tripsina + EDTA (0.5 ml
aproximadamente) e incubar unos minutos en la estufa a 372C.

Observar atentamente la monocapa una vez agregada la tripsina, esta tiene un
tiempo de accién entre 5-15 minutos; cuando se vean los primeros signos de
desprendimiento celular, golpear la botella a fin de levantar toda la monocapa
celular.

Agregar D-MEM (3 ml), homogeneizar la monocapa pipeteando enérgicamente hasta
lograr una suspension de células Unicas. Deshacer los acimulos celulares pipeteando
reiteradamente.

Retirar el liquido de la botella y transferirlas a un tubo de centrifuga de fondo cdnico
de 15 ml, al que previamente se le ha agregado SFB (0.3 m ) para inactivar la tripsina.
Centrifugar a 800 rpm durante 10 minutos.

Retirar el medio del tubo de centrifuga con pipeta de 2 ml.

Agregar 2 ml de D-MEM y homogeneizar el pellet.

Realizar el recuento celular: Se usa azul tripadn para teiiir las células, ya que permite
distinguir las células viables de las que no lo son. Estas ultimas han perdido su
permeabilidad selectiva y se tifien de azul, mientras que las células viables
permanecen incoloras (Ver recuadro abajo).

Una vez obtenido el numero de células por mililitro, se procedera a sembrar un frasco
de 25 cm?2 estéril. Para ello se deberad primero preparar el medio en el cual se
cultivaran dichas células. Composicidn del medio de cultivo: 5% SFB en D-MEM
Ejemplo: Para prepara 5 ml de medio habrd que agregar 250 ml de SFB y 4.75 ml de
D-MEM.

Una vez preparado el medio y teniendo en cuenta que las células F3Il presentan una
densidad de saturacion de 180.000 células/cm2 , y que su tiempo de duplicacion es
de 17.7 hs; calcular el nimero de células que habrd que sembrar para llegar a
confluencia en 5 dias, utilizando la siguiente férmula:

ND = Log10 (N/No). 3.33
No =NF /2 ND

Dénde:

ND: nimero de duplicaciones en lapso de tiempo considerado.

N: niumero de células en el recipiente de cultivo al final del periodo de crecimiento.
No: numero de células iniciales en el recipiente de cultivo.



Importante: en los cdlculos tener en cuenta que el porcentaje de adhesion es del 70%.
14. Realizadas las cuentas necesarias, tomar una alicuota del tubo donde se encuentra la
suspension celular (RESUSPENDER!) correspondiente al Nro calculado y mezclarla con
el volumen de medio necesario (5 ml) para efectuar la siembra.
15. Incubar a 372C en atmédsfera humidificada, con gaseo conteniendo 5% CO?% en aire.

Preparacion de azul tripan — Recuento de células

1. Preparar la solucién de azul tripan: 4 partes de la solucidn A (40 ul) + 1 parte de la solucién
B (10 wl) en un eppendorf de 0.6 ml.

2. Tomar una alicuota de la suspension celular (50) pl (RESUSPENDIDA!) y mezclarla con la
solucién de azul tripan (50 pl).

3. Sembrar con micropipeta en una cdmara de Neubauer.

4. Contar las células viables (brillantes, refringentes, no coloreadas) contenidas en los
cuadrados. Sacar un promedio. Calcular las células por la dilucion con el azul tripan. Calcular
las células por mililitro de suspensién, luego multiplicar por el volumen inicial para calcular
el N2 total de células.

Ejemplo: Se tiene 2 ml de una suspension celular de la cual se toman 50 ul. Se diluyen con 50 ul de azul
tripan. Se siembra la cadmara de recuento. Se cuentan los cuatro campos de 16 cuadrados cada uno.
Volumen de 1 recuadro de 16 cuadrados = lado x lado x altura=1 mm x 1 mm x 0.1 mm = 0.1 mm3.

Si los cuatro campos arrojaron los siguientes valores: 29, 31, 25, 27

Se obtiene el promedio (29 + 31 + 25 + 27 = 112 > 112/4 = 28 células por cada recuadro de 16 cuadrados
(0.1mm3)), quedando 28 cel/0,1 mm3.

Se corrige por la dilucién al medio realizada con azul tripdn. Aqui seré 28 x 2 = 56 cel / 0,1mm3 Se lleva a
cantidad de células por ml (cm3) multiplicando por 10%, 0 sea 56 x 10" = 560.000 cel / ml. Se calcula el N©
total de células de la suspension. En este caso como teniamos inicialmente 2 ml de suspension sera:
560.000 x 2 ml = 1.12 x 10° células totales.




Protocolo TP2-Dia 2

Uno de los métodos de preservacion por tiempo indefinido de células es por medio de la
congelacion en nitréogeno liquido. Los pasos cruciales dependen de adecuadas velocidades de
congelamiento y descongelamiento de las células. Para congelar las células los protocolos mas exitosos
bajan la temperatura lentamente hasta los —702C evitando de esta manera la formacidn de cristales
intracelulares que pudieran dafar a las células. Cuando la temperatura se baja bruscamente la velocidad
de formacién de cristales intracelulares se incrementa y la viabilidad decae en forma considerable. En la
preparacion se incluye, ademas, un agente que limita la cristalizacidon, como el dimetil sulféxido (DMSO).
Para el descongelado en cambio, se incrementa abruptamente la temperatura para evitar que las células
sufran grandes cambios de volumen y estallen.

Objetivo

Realizar un pasaje o repique de una linea celular creciendo en monocapa para su
criopreservacion.

Materiales

Reactivos de cultivo

- D-MEM (Medio Esencial Minimo Modificado)
- Medio de congelacion: SFB + DMSO

- Tripsina + EDTA

- PBS (Buffer Fosfato Salino)

Materiales generales

- Pipetas de vidrio estériles (2, 5y 10 ml)
- Descarte

- Tubos cénicos de 15 ml estériles

- Propipeta automatica

- Crioviajesde 1 mL

Desarrollo de la practica

Los alumnos recibirdn un frasco T25 con células creciendo en monocapa a una confluencia
~70%. Se utilizaran células de carcinoma mamario murino F3ll (Alonso et al, 1996).

Protocolo de congelaciéon

1. Idem protocolo de repique anterior hasta el paso 11 inclusive (hasta el recuento de células
con azul tripan)
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Centrifugar 10 minutos a 800 rpm.

Preparar el medio de congelacion: 10% DMSO +90% SFB en ausencia de células.

Llevar la suspension celular a una concentraciéon de 2- 4 x 10° cél/ml.

Resuspender el pellet celular en la solucidn de congelacién. Tener en cuenta la
concentracién de células al efectuar la dilucion.

Fraccionar, llenando las criovial sélo hasta % del volumen total de ésta. Siempre debe
guedar una cdmara de aire.

Cerrar herméticamente.

Rotular: linea celular, pasaje, Nro. de células y fecha (con lapiz)

Colocar los crioviales en el Mr. Frosty (un recipiente especialmente disefiado que emplea
alcohol isopropilico y baja la temperatura 12C grado por minuto al colocarlo en el
congelador a —702C).

10. Trasladar los crioviales a nitrégeno liquido cuando lleguen a -70°C.

Protocolo de descongelacién

1.
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Sacar la ampolla de nitrégeno liquido rapidamente y sumergirla en un recipiente con agua a
37-382C. Tapar el recipiente y agitar suavemente hasta descongelar.

Limpiar la ampolla con un algodén embebido en alcohol 70°C.

Abrir la ampolla en el la cabina de seguridad evitando su contaminacién.

Con una micropipeta recoger el contenido y trasladarlo al tubo de centrifuga.

Diluir las células con D-MEM solo, 10 veces (Resuspender el contenido del criotubo en 9 ml
de MEM, se busca disminuir al 1% el DMSO y el SFB queda alrededor del 10%)

Sembrar en frasco de 25 cm2

Rotular, indicando fecha y hora de descongelacion.

4-6 horas después, cambiar con sumo cuidado el medio y agregar medio de crecimiento (D-
MEM y SFB 5%).



Problema 1
Una linea celular alienigena (GAFG) presenta un TD = 2 hs; el porcentaje de adhesidn al plastico

es del 90% vy su densidad de saturacion es 1 x 106 cél/cm2 . A Ud. La entregan un frasco de 25 cm2
confluente. Realizar los calculos necesarios para expandir esta linea en 4 frascos de 25 cm2 en el menor
tiempo posible. Enumerar todos los pasos a seguir en el repique teniendo en cuenta que los

2% en MEA (Medio

requerimientos de la linea son los siguientes: SFT (Suero Fetal de Tiburén)al

Esencial Alienigena). Volumen final: 5 ml

Preguntas:

Considerando el siguiente grafico, en que momento del cultivo celular cree Ud. que

1)
realizo el repique de la monocapa de F3II?
{020 — Transfwmation
Primary Continuous Caell
Culturs Finite Cell line Line
ot
e |
1&t Subculture
E ]
E II 2nd Subculture
3 {01
= [
3 [
g [
m
E 002 - [ |I Senesceres and Call Death
a Il (
[
]
o0 b | |
b
I
II Subculture Interval
|
1® |- '
\__,-""/ Serial Passags
e /4| R A -y
o 2 4 B a8 10 12 14 100
Explantation Weaks in Culture

Clulture of Amimal Cells: A Manual of Basic Techmque, Fifth Edifion, by R. lan Freshney

Copynight © 2005 John Wiley & Sons, Inc.



2) Cual es el criterio que se debe tener para decidir en qué momento realizar el repique?
3) Porque en el repique del practico se utiliza PBS sin Ca++ ni Mg++?

4) Para que se utiliza el EDTA?

5) Enumere los efectos tdxicos a nivel molecular del DMSO.

6) Cual es la funcién de SFB en el mantenimiento de lineas celulares? Y en el tubo falcon de 15
ml antes de centrifugar las células?

7) Idealmente, en cuanto tiempo tardaria en llegar el criovial a -702C?

- Sin embargo, teniendo en cuenta el siguiente grafico. Cuanto tiempo esperaria Ud. como
minimo para poder pasarlo al tanque de nitrégeno?
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