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I INTRODUCCIONM

Con la sola excepcién de la neurena, fodas las células pue-
den ser cultivadas in vitro por variables periodos de tiempo gra-
cigs a les trabajos pioneres de un grupo de investigadores que
transformaron lo técnica de los cultives celulares v lo pusieron al
aleance de la moyoria de los laboratorios.

los primeros intentos de eultive fueron hechss en 1906 por
Baebe y Ewing’, quienes describieron el cultive de un linfesarcoma
canino en sangre de animales susceptibles y resistentes. 5 acepto
generalmente o Harrison como el verdadera iniciodor de los cul-
tivos celulares, con trocites de tejidos sobre codgulas de linfo™.
Més adelante, Burrows * cambié el codgule de linfa por unc de
plagma. Carrel intredujo los técnicas de asepsia a los cultives, en
una époco en gue ne se conocian los antibidticos, logrande demos-
trar que los células animales podion crecer indefinidamente si eran
mantenidas en medios |ibres de todo contominacién, De esta ma-
naera, Carrel, mantuve una linea celular por 34 afos’.

Lo técnica de cultivar eélulas animales scbre una superficie
sdlida con una cubiena liguido, fue desarrollada par Earle y
cal. '* Mas odelante Owens y col. ® demostraren que lo célula
podioc multiplicarse en suspensidn. Wallace v Hanks * cultivaron
lineas celulares v células primarios, en medios nutritivos solidifi-
todos con agar. Durante las dos décados pasadas, el cultive de
telidos se ha tronsformado en uno de los procedimientos experi-
mentales mas ufilizade en los ciencios biolégicas. Los oplicaciones
son numerosos, particularmente en virologia, citelogla, histolo-
ala, embriclegia, farmacologla, fisiologia celulor, patologia celu-
tar, inmunologia, genética, rodiobiologio v el estudic de tumores,
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Il TIPOS DE CULTIVOS

Generalmente los células cultivados se multiplicon por un
periode de tiempo, luege de lo cual detienen su crecimiento Yy
degeneron. Dependiends de lo clase de tejido, esto puede suce-
der 8n une samang, meses o un afe. Los célulos de un tejido,
liberadas por tripsina o por medios mecdnicos, y cultivadas in
virro, constituyen un cultive celular primario. 5i estas celulas son
capoces de multiplicorse y de ser sembradas en otros recipientes
en forma seriada, don lugar o lo que se ha llamado cepa celu-
lar®®, Posiblemente el 993% de los cultives primarios llegarian a
formar cepos™, Los cepos celulares poseen caracteristicas espe-
ciales: a) tienen el mismo nimera de cromosemas que las células
del tejida ariginal; b las células derivados de tejidos normales
tienen propiedades de tejidos normales; ¢ sén mortales. En un
momenta dado, las células detienen su multiplicacién y mueren,

TABLA I

CELULAS DIPLOIDES PROFAGADAS SERIADAMENTE

REFERENCIA

NOMBRE TE ai1DB0 BlALIGGRAFICA
wi= 28 Fibroblasios de pulmen "

embrianaric humano (zal
Wi- 38 Fibrobiostos da pulman

embricnaria humahd —_

DoN | Puimon de hamster
[Crieatulus griseus | —

Las lineas celulares provienen de alterocionas “espontnecs’
de cepas celulores; lo que do lugor o transformaciones que con-
ducen o la aparicién de un tipo morfolégicamente diferente. Las
lineas eslulares tienen caracteristicas especiales: a) son hefero-
ploides. Mo tienen el cariotipo de las célulos gue las originaren. Lo
cromatina sexual desoporece en los lineas de origen femenino;
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b) tienen propiedodes de célulos concerosos, sin relocién con el
tejido original. Estos célulos son copoces de producir metastasis
al ser inoculodas en pacientes con cancer terminal ¥ y producen
tumores en el repliegue mucoso de lo mejilla del hamster, sitio
este carocterizade por no presentar reoccion inmunolégica al-

TA&BL I-_”_J

CELULAS HETERODPLODIDES PROPAGADAS
SERIADAMEMNTE DERIVADAS DE TEJIDOS NORMALES

REFEREMWNCIA
HOMBRE TEJIDRD BIBLIOGRAFICA
WiSH Amalas humano 251
&- 38 Bartp Wumana 2 13)
Ay=-3 | Amnles humano . =
Ei | amnios humans Lir
DETROIT-98 Medule esrernol humang fal
BE-€-| Rikén de mono africanc tag)
cefcopithecus sathiopis
L= 629 Fiorobiostos de rakdn =
;EE’::’E‘" 407 intesting embrienarie humane (LY
HIGADD Higode humane de adulite (el
BHE=21 Flbroblosres de rihdn de {34)
Momsier

[T-B.ELAII:I

| ST

CELULAE HETEROPLODIDES PROPAGADAS
SERIADAMENTE DERIVADAS DE TEJIDOS MALIGNOS

REFEREMCIA

NOMBRE TEJIDO BIBLIDGRAFICA
Huelg Carcinemo de cuelic wiering | (gl
Helg 5=3 : Cerivado de Helo ! (av)
d=in : Leucemia manocitica | (ag}
KB | Carcinama de nasofaringe r g k-3
HEp=2 Carcinoma de laringe | (3@
DETROIT=-6 I Medula esternal humona -

DETRMT HER | Liguide plearal de pocienfe
con linfosarceman | 141
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guna o cuerpos extrofios; ¢ son inmorales, En las rablas |, |,
v lll se presentan algunas cepos y lineas celulares de whlizacién
universal; la mayeria de las cuoles pueden ser odguiridas co-
mereialmente,

Il REQUERIMIENTOS BASICOS PARA LOS CULTIVOS CELULARES

Ante todo hoy que llenar dos requisitos béasicos e indispen-
sables: a) gue estén rodeados de un ombiente adecuodeo; bl evi-
tar cualguier tipo de contominocién (bacteriono, por hongos, u
otres organismes). En los Gltimos anos los ontibidtices han ofre-
cide la solucién al segundo de los postulades. Su uso ha condu-
cido @ eliminar |as técnicas asépticas en el manejo de los cultives,
lo que puede fraer como consecuencia que éstos se confaminen
con otros microorganismos tales come virus y miceplasmos, Ade
més, los antibidtices sen biclégicamente octives y pueden afectar
al crecimienta calular,

Paro el logro de un ambiente adecuads para las eslulas, es
necesario ‘observor una serie de condiciones que se enumeran
detallodamente,

1.— Sales. Los tejidos fienen necesidodes minimas de
sales. los seluciones salinas preparodas segin estos necesidades
pueden ser luego suplementados con elementos nutritivos vitales
para el crecimiento celular. los soluciones salinas més usadas las
describimos en la tabla IV,

El sodio se utiliza para dor lo osmolaridad requerida. El
potosio es igualmente usade para la tonicidad; y ademds, es un
activador de los sistemas enzimticos que intervienen en el meta-
beolismo celular. El calcio y el magnesio son esencialmente activa-
dores de enzimas; pero el caleio estd también intimamente ligade
a los meconismos de adherancia de las célulos o la superficie del
vidrio. Los fosfates forman parte del sisterna amertiguader del
medio, pero mas importonte aon es su funcidn almacenodoro de
energia. En lo formocidn de ciertos fosfotos como el ATP, se ufi-
liza una contidad de energla para la formocidn de las uniones
enfre el fosfato y el resto de la estructura. En estas uniones
es donde se olmaceno esta energla que es utilizodo ol degradarse
el ATP o sus formas mas simples.



TA&BLA IV

SOLUCIDNES SAaLINAS DE MAYOR USD EN EULTIVES

CELULARES LAS CIFRAS REPRESENTAN LOS GRAMOS

DE LA SAL NECESARIDS PaARA PREPARAR UN LITRA
CONCENTRACD DIEZ VECES

!!lillll‘ll (LN e TwLaiasi LE SR -1 FREibG LE LN |
Kadi aa 68 ao T B@ &4
KCi & 4 4 v 2 3
Glucesg i I o | e - 550
CaClg | 4 2 = - | 280
Mg50g THpO | I i - - - L]
Mol 6H 20 [ | - - | B -
MooHFD 4 1IBHO 8-1] 5 - 30d0 E 2698 —
NosHPO g4 HaD = - | = - = I 20
KH=aPO4 O - - 503T| 2 -
Nitrgto Terrica .
al 02 % - - . = - mi
NIIHZ FOa HpO - £ - - = i
Fojo ftenat 16 mi 2C mi 20mi | 20 mi 0 mi 1 Dmi

I

2.— Cristaleria, Condicion indispensoble poro el cultivo de
células es lo extremo limpiezo o lo gue debe ser sometida teda
la eristolerio utilizodo. El detergente no debe dejor residuos en lo
superlicie del vidiio, En nueshio luboralorio este moleriol es so-
metide a tratomienfe con un detergente comecial [7X. Linbro
Chemicals. Mew Haven, Conn.) al cual se le afade una mezela de
carbanote y losfote de sodio (Colgen. Colgon Corperation, Pitts-
burgh, Pao.l. Todo el moterial es cepitlodo en caliente y enjuagodo
varias veces con ogua destilada,

3d— Agua. El agua utilizada pora preparar los medios
de crecimienfe y los soluciones solinas debe ser pura, oblenida de
destiladores de vidrio. Mo recomendamos el uso de desionizado-
res pues se sobe que ciertos bacterios crecen en estos resinas y
ocdemds la resina misma puede solubilizarse en el agua.

4.— Presién osmética. Lo presion osmotico del medio debe
ser odopiada o la del animal cuys tejido se cultiva. 5in embargs,
se conoce gue olgunos células en el organismo estén sometidas a
esmolaridad mayor que las del resto del cuerpo; como es el cose
de los células de los pirdmides renoles, En experimentes con lin-
facltos, se ha observado gue viven mejor en medies hipotdnicos.
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5— pH. La regulacidon del PH en la vecindad de la célula es
mily impertante. En lineas generales se ocepta, que el pH dptime
para el crecimiento celular esid en los cercanios de 7.4, Se uti-
lizan coma sistemos omertiguodores los mezcos de fosfotos,
de blearbonate-C0 3, veronal y tris [hidroximetil aminoetanal.

b6.— Oxigeno. Actio de diferente manero dependiendo del
tejido cultivodo. Por ejemplo, los fibroblostes humanos necesitan
cierta cantidod de oxigeno; en cambio, lo retina sucumbe a ele
vodas concentraciones del mismo.

7— Energin. En lo preparacién de un medie de cultive,
generalmenta se incluye una fuente de energio; lo cual es glucosa,
La mayaria de los célulos toleian concentraciones de glucosa mo-

yores gue las existentes en lo songre y muchos se beneficion de
SEfE BRCoOSO, L

8.— Temperatura. Se acepta que los célulos en cultiva
pueden ser mantenidas o la misma femperotura del animal de
donde previenen; aungue posiblements, o temperaturas un poco
mas bajos, el crecimiento celular sec mejor. log células pueden
ser montenidos en congelacion, en estodo de vida lotente, si el
medio de suipensién contiene glicerol (10-30%) o dimetilsulféxi-
do {10%]. En estos circunstancios se mantienen o —BO'C por
fiempo indefinide y estardn en condiciones de multiplicarse de
nuevo, st se les permite volver a 37'C en un tiempe suficiente-
mente corto.

IV, METGDOS DE CULTIVD

I.— Culfive de células.

Al— Dispersién celular— Los principios sobre aislamien-
to de células vivos de tejides han sido objeto de una reciente re-
visian™. Sa utilizon con este fin diferentes méodos: mecdnicos,
quimicos y enzimdticos. El més cominmente empleada et el de lao
tripsing, oungue Gltimamente e han empleado otras enzimaos,

Digestidn anzimatica. La cologenasa fue vtilizada por Hinz
y Sywverton ¥ poro preporar cutives de pulmén los cuales son de
dificil digestibn por tripsina, Segin estos autores, la colagenasa
se puede usar en concentraciones de 0.01% en una solucidn de
glucoso, clorure de sodie y clonure de potosio. Segin Porter-
field*® los célulos obtenidos con cologenosa crecen en farma de
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ctlulas epiteliales o mesotelioles, mientras que los obtenidos con
tripsina adoptan la forma de fibroblostos,

Lo pronaso es una enzima del Streptormyces griseus. Fue
usada orinalmente por Mintz * y ha sida utilizada en la prepa-
racién de vorios tipos de cultivos.

La tripsing, como agente disocioder de células, fue utilizada
por primero vez por Rous y Jones en 1918% v descubierta para
la wvirclogio per Dulbecee'. Se preparc en concentracione: de
0.25%. Uno buena solucién de fripsing es la tiguiente: Tripsing
1-300, 2.5 grs.; glucoso, 4.5 grs.; cloruro de sodio, 6.8 grs; cloruro
de potasio, 0.4 grs.; fosfato monosédico monohidrotodo, 1.4 grs.;
roje fenal al 1%, 2.0 ml; ogua destilodo, cs.p. 1.000 mis,

Accion sobre la matriz intercelular con ogentes quelantes.
Este tipo de ogenfes se uso principolmente poro lo disociocion de
cultives secundarios y lineas celulores estobles, El mas comdn-
mente uvsode es la sal disddico del dcide efilendiomintetrocético
|EDTA, Verseno), Las soluciones habituales se preparan al 1:1.500
en solucidén saling fosfatada (PBS), sin iones de colcio ni de
magnesio,

Disociacién mecénico. Lo dispersién por medic de homoge-
neizadores o por cortes muy pequefios hasta hacer una popilla, o
forzar el tejide o través de una trama rigido, puede dar luger @
una bueno contidad de célulos v de ogregodos celulares. Tiene
la ventaja de no poner a lo célula en presencia de agentes qui-
micos que la puedan alterar; pero el misrmo mecanismo de diso-
ciocion produce destruccion de muchas células con liberocidn de
enzimas intracelulares que pudieran afectar a las sobrevivientes.

Células derivadas de la sangre. S5e conceen varios métodos
de separacién de leucocitos. Gresser v Chany ! inoculoban éxide
de hierro en lo circulacién de animales de laboratorie, v luega
separaban los macréfages y polimarfonucleares, por un potente
electroiman; quedando los linfocitos en el schrenodante. Con ol
mismo fin se utiliza la fitohemaglutinina, obtenida del phases-
lus vulgaris*. Alexonder y Sprigg ' describen un métoda de sepd-
racién con el use de bajos concentraciones de dextran. Uno exce-

lente revision sobre estos aspectos ho sido hecha recientemente
por Rubin®,
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B}— Contgje celular— Uno ver obtenidas las células por
olgunos de los métodos descrifos, se seporan por centrifugacion y
se resuspenden en un medio de crecimiento. El ndmero de célulos
en este medio debe alcanzar una cantidad éptima, la cual es de-
terminada luege de contar los células, El contoje puede hacerse
#n un contador electrénico, tipe Coulter Counter o bien en unc
camara de MNeubouer bajo observacién microscépica. Los célulos
se hocen facilmente visibles mezelandolos eon eolorantes. El azul
tripén, preparodo al 0.5% en solucién saling, es rechozode por la
celula viva y tomade per la célula muerts; por lo cual es focil
distinguirlas. El eristal vielets es también usade con cierte fre-
cuencia. Este se prepora al 0.13% en dcldo citrico 0. 1M,

Se cuentan las célulos colocadas sobre los cuotro cuodrodos
externos de la cdmara de Neubauer. Coda cuadrade puede ser
cbservade -completamente con el abjetive de 16 mm. lo cifra
obtenida es multiplicada por el factor de dilucidn que introduce
el uso del colorante y dividida por el nimero de cuadrados con-
tades, Todo es multiplicade por 10.000, para referir lo cifra a
I ml. Lo suspensién celular se ojusta o la cantidad dptima, afa-
diendo medio nutritive hostfa obtener lo dilueién deseada.

2.— Cultive de érganas.

Dentre de este tipo de cultive deben diferenciarse des sub-
tipos: el cultive de drgonos embrionarios y el de érganos ma-
duros®. El cultivo de érgonos embrionarios se usa con el props-
sito de observar su crecimiento, forma y diferenciacién, Estos cul-
tivos deben hacerse sobre una superficie sélida y no sumergidos
en medio liquide, porque necesitan el oxigeno para su desa-
rrolle. Esta condicién es mucho més notable para cultives de
organos maduras, puesto que los tejidos embrionarios puedan
obtener su energio por glicSlisis. Cuanda se utilizan tejides yo ma-
durcs, se frata de mantener el estado de diferenciocidn celular
y, realmente, no se debe aplicar el t&rmine de cultive sino el de
montenimiento in vitro, Se pueden estudiar de esta manera, los
procesos metabélicos, patalégicos o fisiolégicos de un trozo de
tejido. Estos eultivos necesitan de una adecuada oxigenocion y
su tamanio debe ser lo suficientemente pequeds para evitar la ne-
cresis central por anoxio. Los tejidos pueden ser cultivados sus-
pendidos en un medio liguide con una fasa gossosa controlada,
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o bien sobre un codgule de plosma. Medernamente se realiza
sobre agar, el cual contiene el medio nutritive adecuads,

V. REGQUERIMIENTOS NUTRITIVOS DE LAS CELULAS CULTIVADAS

Los reguerimientos nutritivos, para el crecimiento in vitro de
las ctlulas, varian, En lineos generales necesitan glucosa, vito-
minas, aminodcidos y soles esencioles, Algunos de estas com-
puastas hon sido discutidos en ofrg seccidn de esta revisidn,

1.— Aminoécidos. Pueden ser suplidos por la odicidn de
cantidades medidas de codo uno de ellos en los medios sinté-
ticos ¥ semisintéticos, o bien pueden incorporarse en extractos de
tejidos. v productos biolégicos. El nivel de amincdecidos en un
medie es un foctor critice; en contidodes muy pequefios puede
que no sea suficiente para el crecimiento celular, PEra &n Concen-
traciones muy altos pueden ser inhibitorios. Eogle " describid
las eantidades minimos de aminodcides necesarias paro una gran
variadad de células, Estas necesitan de los amincdcides esen-
ciales y utilizan adecuadomente los no esenciales, cuando son
afodidos ol medie. Pera son capaces de sintetizar estos Gltimes,
cuando estdn ousentes, sin cavsor modificaciones, oparentements,
en lo produccion de proteinos ni en el crecimiento celular. Es de
hacer notar que los aminodcidas utilizades en lg elaboracién de
los medios, deben ser levigiros; puests que les dextragiras, aun-
gue no son boxicos, son inactives,

2— Vitaminas. Son porte esencial de lo estructure de
los coenzimas relacionados con el metabolismo celular. Los vita-
minds esenciales son:  inesitol, riboflavira, tioming, piridesxing,
acide pantoténico, nicotinamida, acide félico, y colina.

3.— Suplementos proteicos. Lo mayoria de los culfives
primarios: necesitan de factores poco conocides, presentas en pro-
ductos biolégicos tales como el suero sanguines y extractes de
tejidos. Los proteinas séricas action en la adherencia de las cé-
lulos o la superficie del vidrie v en la multiplicocian celular, La
utilizacién de varios fracciones del suera ha sids discutida recien
temente por Healy y Parker™.

Para lo preparacién de un medio de cultive se debe toemar
en cuenfa el uso que se dard a las células cultivadas, Un medio
simple y barate puede ser usado en loboratorios de diagnéstico,
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mientras gue poro estudios de biolegia celular se necesiton me-
dios sintéticos definides guimicamente, gue puedan ser pre-
parados con exoctitud ¥ que seon reproducibles. Un medio sim-
ple ronsta generalmente de una solucién saling balonceado, una
fuente de aminodcides y vitaminas, bicarbonato de sodio y onti-
bidticos. Ejerrplo de este tipo son los medios de lactalbiming de
Earle v Hanks cuya composicién detallomos,

Meadis ELS (Earle-Lactalbimina-Suerc). Agua cestiloda sstéril,
746 ml, selucién de Earle 10%, 100 ml.; hidrolizado de lactalbu.
mina al 5%, 100 ml; susra de ternera, 20 ml; bicarbonate de
sodio 7.59%, 30 ml; rojo fenal 0.5%, 4 ml, pEHIL‘I'I"ICF 200.000 U
estreptomicing, 200 mgs.

Medic HLS (Hanks-lectalbomino-Suero). *Agua destilado, 769
ml.: solucidn de Hanks 10X, 100 ml.; hidrolizade de loctolblming
5= . 100 ml; suerc de ternera, 20 ml; rojo fencl 0.5%, 4 ml;
peniclling, 200.000 U.; estreptomicing, 200 mgs.

Un media sintético se ufilizo principalmente cuando se nece-
sito conecer la totolidad de lo composicion del medie y estudiar
las reguerimizntos minimos de las células, Cuondo se wsa hidro-
lizade de ladalbimina no =e conocen |las contidodes de aminod-
cides presentes, Diferentes outeres han preparodo medios quimi-
camente definidos, los cuoles pueden ser adquirides comercial-
mente, Egle ided el medio basal ', el cual fue luegoe modificade
por el misme autor bajo el nembre de medie minimeo esencial . En
1950, Morgan y col.* describizron el medio 199, de extroordi-
naria complejidod, pero gque em copoz de soportar &l crecimien-
to de uno gron variedad de cilulos sin adicién de suero ni de
otros productes  bieldgices. Ofros medios de renambre con al
MNCTC 109, &l medio CMREL 1044, el recién producido CMRL 14157,
y el medio de Meuman y Tytell*.

VI, FREPARACION DE ALGUMNOS CULTIVOS CELULARES

1.— Rifén embrionaric humano, Tyrrel y col®™ describen un
procedimiento para la obtencién de células epiteliales, el cual se
detalla a continuacian. Los rifenes se ocbfienen de fetos humanos,
productos de obartos. Son decopsulados, y se elimna la pelvis, Se
corfan en pequeios trocitos, los cuales son lovodos wvarios veces
con salucion soling de Haonks, El tejido es |luego colocodo en un
frosco de tripsinizacién, con tripsing al 0.25% . Se agita por 5 mi-
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nutas y se descarta el sobrenadante, Se le afaode nueva fripsing
y se agita por 20 minutos o femperatura ambiente; luego de lo
cual se recoge el sobrenadonte y se guardo o 4°C mientras se ha-
cen mas extracciones con nueva fripsino. los portes decontadas
son centrifugades a 4°C a &00 r.p.m, por 30 minutes. Se eliming
la tripsing y las células son resuspendidas en el medieo de cultive,
o razén de 600.000 células por mil.

2.~ Cultive de célules epitelioles de la membrana amnis-
tica humana. Lo posibilidod de wtilizar estas célulos pora la pro-
pagacion de virug fue primeramente ohservado por Zitcer y col.®,
y luego ha encontrado amplio uso en diognédstico viroldgico. Los te-
jidos son faciles de obtener ¥ no hoy problemas con virus conto-
minantes. Lo técnica aqui descrita es de Wilt v col™, con algunas
modificociones, :

Lo plocenta, de un alumbramiente normal, es recogida, en
solucién salina de Honks, con doble cantidad de antibidticos y
fungizona. Se troslodo al laboratorio donde se suspende, por el
cordén, de una barra transversal. 52 hace un corte circulor en la
base de implantacién del cordén vy sa desprends lo membrono
omnidtica, por celgojos que se depasitan en un recipiente con sa-
lucién salina balonceado. A medida gue se von desprendiends los
colgajos, la plocenta debe ser bofada con selucidn de Hanks,

Una vez obtenidos los trozos de membrana amnidtica, se la-
van con solucidn saling, paro desprender codgulos v ofros impu-
rezas. Se cortan las membronas en trozos pequefios que se su-
mergen en selucidn de verseno preparoda de la siguiente manera:
versenc [sal disddica), | gr; fosfato dibdsico de sodio; 1.15 grs;
fosfate monopetasico, 0.2 grs.; agua destilodo, csp. 1.000 ml
En esta solucién, la membrana es agitada fuerte y continuamen-
te por 5 o 10 minutos. Este trotomienta eliming los restos de moco
y sangre, ¥ la hoce mas sensible a la ulterior extraccién con Wip-
sing,

Sa traslodon los trozos o un recipiente con tripsina al 0,259
y s& incubo estocionoriomente o 34'C en bofo de ogua, con agi-
tacién manuol cado 15 minutos. Al cobo de uno hora hoy uno gran
canfidad de células libres en la solucién de fripsina. Adn se
puede obtener un mayor nidmerc de célulos, ogitande la mem-
brona brevemente, en clerta contidad de medic de crecimiento,
antes de descartarlo, Se centrifugan ombos suspensiones celulares
o &00 r.p.m. por 30 minutos, se suspenden las células en medio
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de crecimiento y se ineculon o razdn de $00.000 célulos por mi
El medio da cultive preconizado por Wilt y col. es el siguiente:
suero de caoballe, 200 ml; calde de fosfoto de triptesa, 200 ml.;
glucosa al 10% 20 ml; selucidn salina de Honks, 500 ml; anti-
bidticos y fungicidas. Se le ohode bicarbonoto de sodic inmedia-
tamente antes de su uso porg obtener un pH de 7.4, Hsiung®
utilizo un medio que ofrece buenos resultados: estd compuesto por
medio HLS |Hanks-Lactalbdmina-Suere), 810 ml.; suerc de terne-
ra, 180 ml.; medie 199, 10 ml,

)

s
.
EL

Fig. 1. Cultive de célnlas primarias de rifién de monoe,

3.— Cultivo de fibroblastos de embrién de pollo. Se utilizan
huevas embrionadaes de gollinag de 9 dias de incubacién, Los em-
briones se extraen en forma aséptica o troves de lo comara de
aire. Se les desprenden los potas v los olos asi como el pico y los
ojos. Se lavan con uno salucidn de Hanks. Se colocan en unao je-
ringa ¥ se hacen pasor a través de ella hacia un frosco de fripsi-
nizacion, dende lo popillo es lavada una vez con solucion de Hanks
y luego frotado con tripsing ol 0.25% por ung hora o temperatu-
ro ambiente, Las células se separan por centrifugacion a 600 r.p.m.
por 30 minutos. Se resuspenden en medio nutritive a rozdn de |1
% 10% células, los célulos pueden ser culfivadas en medio 199
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con suero de ternera, o en unoa mezcle de medio 199 con hidreli-
zade de lactalbdminag al 0.5% en solucidn de Hanks y suere de
ternera. En la preparacion de otres tipos de célulos primarios
puede intentarse la técnica de extraceibn con tripsina a 4°C por 18
haras. '

Fig. 2. Células diploldes fibroblistleas, derivadas de pulmdén hamano,

VIL CULTIVO SERIADO DE CELULAS

Tanto las cepas celulares como los lineas celulares estables
tienen su origen en un cultive celular primaria. El trotomiento de
las célulos para subcultives se hoce de manera diferente. Las
uniones intercelulares y con el vidrie, son fratodas con tripsing o
con verseno o con una mezclo de ambos, Lo técnica seguida en
nuestro loboratorio &5 lo siguienfe: se descarta el medio nutrl-
tivo de un cultive celular en fase activo. Se enjuogo lo copa ce-
lular can 2 ml. de tripsina, la eual se eliming de inmediato. Se afa-
den 2 ml. de tripsing v se permite su accidn hosta que las eélulas
sueitan sus uniones. En este momento se ofioden 5 ml. de medio
nutritivo con suero de ternera, el cual detiene o accién de la trip-
sina, Las células son dispersadas uniformemente por pipeteo fuer-

— 55—



te. Este punto es de importoncia, porque los células se multipli-
can mejor cuando astan separadas gue cuands forman grupos.
Hyflick™, recientemente, aconseja el uso de Aureomicing en dosis
de 50 pg por ml. en lugor de penicilino y estreptomicing, en un
infenfa de minimizar los oportunidades de contaminacién con’ mi-
coplasmas,

Fig. & Cultive de lineas celulares estables, Células BHK-21. Se observan
dos tipos de células, a pesar de gue la linea proviens de uno sola
oélnls madre.

VIl UTILIZACION DE LOS CULTIVOS CELULARES

1.— Utilizacién en Virologia. El vso de los cultives celula-
res ha facilitode grondemente el aislamiento e identificocion de
los wirus, Con el advenimiento de estos métodos se descubrieron
nuevos grupos de viruz entre los que podemos citar los echovi-
rus ¥ los rhinovirus y se amplid el conedmiento sebire otros ya co-
nocidos. Ha permitide también el estudio de los virus encogéni-
cos, capoces de tronsformar células cultivadas normales en célu-
las con propiedades neoplésicas,

Aislamiente de virus— Se pusde intentar aislar un virus, de
cosi cualquier tipa de material: orina, heces, hisopados de forin.
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ge y de recto, sangre, esputo, maoterial de biopsia, lesiones,
auvtepsia, La muestra, generalmente, as sometida o un process da
homogenizacién y dorificacién o baja velocidad. El sobrenadante
se trato con ontibidticos v se inoculo. sobre los células cultivados.
La close de células utilizados varia cen la sospecha dinfea. En
lineas generales, el maoterial proveniente de humanos es inocula-
do en célulos de iguol origen. Pueden ser epitelicles [amnios, ri-
fan fetal), fibroblostos {pulmén fetal), o lineas celulares estobles;
con preferencia HEp-2, KB, Helo, Las células epiteliales de rifdn
de mong tombién tienen un gran uso en el aislamiento e identifi-
cacian de virus que infectan al hembre,

los cultivos son observados diariamente en la bisqueda de
un Indicio que denuncie la presencio del virus, Taoles indicies va-
rign de ocuerde con los diferentes virus. Podemos enumerar va-
rics: Efecte citopétice. 5e refiere a los cambios inducides en la cé-
lula por lg multiplicacién del virus. Este efecto puede ser obser
vado en el microscepio de luz. Uno de las formaos més evidentes
es lo lisis de los células, gue culmino con lo destruccidn de la ca-
pa celular. En olgunos cosos es posible tener una idea del tipo de
virus infectante de acuerde al aspecto del efecto citop&tico. Por
ejemplo, los odenovirus dan aspecto caracteristico a los células in-
factodas: éstas aumentan de tamano, se redondean, s hocen refrin-
genfes y ftienden a ogruparse. Formacién de sincicios. Los wvirus
de sarampién, parainfluenza vy porotiditis, entre otros, cousan lo
farmacidn de sincicias por fusidn de las membranas de células con-
tiguas. Este efectc es tamhién abservads in vive. Vacuolizacién.
Algunos de les llomades virus de simios producen un efecto cito-
patice muy peculiar, el eval eonsiste en la aparicién de numersa-
sas vacuolas en el citoplosma de la célula ofectado. Formacién de
plecas’. Los plocos son zonas de células muertos por el efecte de
o multiplicacién del virus: Para obtener este tipe de lesidn, se de-
be limitar la difusién del virus en el medio nutritivo, lo cuol puede
logrorse combiando el medio liquide por uno solidificade con agar.
De esta monera el virus gue se multiplica en el interier de una
célula es liberado e infectn a los célulos contiguas; por lo que
pueden chservarse zonas de células muertas rodeados de zonas
de células vivaos. Hemadsercién, Muches virus son copaces de mul-
tiplicorse en el interior de uno célula sin causar un dofio aprecia-
ble, Algunos de estos virus, a su vez, paseen la propiedad de aglu-
Hinar eritrocitos, al combinarse con sities especificos de su superfi-
cie, Basandose en esta propiedod se puede poner de manifiesto
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Figs. 4 v 6. Efecto citopatogénico de un virus., Se observa un cultive
de la tinea celnlar HEp-2; y luego, el mismo eunltive, afectado por ln
multiplicacién de un poliovirus.



la presencio de un wvirus. Al onadir una suspension de eritrocitos
sobre. una copa celular infectoda, los virus fijardn o éstos sobre
la célula y ne podran ser desprendidos por enjuogues posteriores.
Efecto metabélico. Las células I:l,.llli"u’:_ldl;ls posesn, como es Iégi::g,
un metabolisme active; lo cual conduce a la produccién de acidos
provenientes de lo octivided glicolitica. Come todos los medios
contienen roje fenol come indicador de pH, éste se torna amarilla
a medida que se van acumulande estos produetas. Lo multiplica-
cign del virvs detfiene el metabelisme celulor por lo que no se ob-
servard combio en el color del medio. Esta diferencio de co-
lor entre los medios nufritivos de lo célulo cultivado infectada y
no infectodo, dio lugar al desarrollo de la prueba de inhibicién
per Melnick v Opton™®, §

Como resultads de los observaciones descritas, se puede ha-
cer una corocterizocion ontigénica de los virus aislodes, trotande
de inhibir alguno de lgs efectos enumerades por medio de inmu-
nosuercs conocidas.

2— Cultive de tejidos en Farmacologia. Mientros gue la
Farmacologio Fisioldgica utiliza onimales y estudia el efecte de
drogas en ellos, come un tods, determinondas las variociones en
diferentes sistemos y aparatos, medionte registros apropiades, la
maderna Formacologio Moleculor wiiliza el cultivo de tejidos po-
ra estudiar el modo de occidén bioldgica de las drogas en la forma
mas intima posible, utilizando. |os diversos técnicas derivados de
las ciencios biolégicos,

Lo accién de una draga en cultivos celulares puede ser estudia-
do bajo el aspecte morfolégico o citoldgico {medificaciones de lo
formao celulor, de la estructura, crecimiente, multiplicacién, diferen-
ciacién), y blaguimicamente [utilizando técnicos quimicas, estudios
de incorporocién isctépica, de precursores de macromoléculas),
Los estuclios morfoldgices se han perfeccionado con el desorrollo
de métodos y técnicos superiores al microscopio de luz, tales como
microscopio de controste de foses, microscopia de interferencia,
microscopic electrénico, v técnicas de coloracién. Se ha estudiade
el efecte de drogas scbre celulos cordiocos confrayéndose™, e in-
cluso se han chservado las altercciones que producen las drogos
an el ritme de los células cultivadas®®, lgualmente se ha utilizade
el cultive de células esqueléticas y cardiocos pora estudios elec-
trofisiolégicos®. Pueden realizorse estudios sobre la mitesis celular,
la durocion de los diversos foses, el intervalo intermitétice, uti-
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lizando drogos que afectan la mitosis |come colchicing), ¥ puede
ser medida directamente o calculade por outorradicgrofia™, El
crecimiente o multiplicacidn celular se determing en diferantes for-
mas. Bien contonde los eélulos en un hemocitémetrs (previa co-
loracién) o en un contader electrénico, midiendo el peso seco,
con metodes turbimetrices; o determinondo guimicamente. algdn
componente celular, como los proteinos o el acido desoxirribonu-
cleico, Desde el punto de vista bloguimice, lo accién de los drogas
sobre los células cultivadas, puede ponerse de manifiesto mi-
diende la utilizocion de glucesa o emincacides, la produccidn de
dcida lbetica o ketoadeides, lo incorporacién de precursores mar-
eados con Isdtepos [PY CY, H' en fosfotes, boses pdricos o piri-
midicas), la utilizaciéon del oxigeno medide por el oporoto de
Warburg,

En Formacologio, pueden ufilizarse diferenfes fipos de cé-
lulas: (lineas celulares estables o no| v drgonos {secciones de te-
jidos con diferentes tipos de células), segin el experimento plani-

12 5
W
E;,-I'EI- s Contfrol
k.4
a 8
k= il
= ] ..-’r
c 6 ! E.Puromitln
o !"( d 2X107% M.
(%]
:4 ) aFlUDI:|I'I£_JrI{}I!'I-CI
= 5x107" m,
o 2
O

2 3 4 5

Dias

Fig. 8. Efecls del puromicin v fluocinolona sobre el crecimiento de
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ficado. Muchas han side las oplicaciones del cultive de tejidos en
Farmacelogio: wno de los mds frecuentes es lo de probor el efec-
to de drogas pora estudiarlas mejor o descartarlos, Este medio de
estudia, por ejemplo, ha sido adoptade per el Cancer Chemothe-
rapy Mational Service Center, donde se estudion miles de compues-
tos y se troto de establecer la relacién entre la citotoxicidad en
eultives eelulares v actividad antitumoral in vive®. Otra oplicacidn
es el estudio de los mecanismos de resistencio o drogos ontican-
cerosas™.
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Fig. . Curva de dosis respuesta, de fibroblastos de ratom, a diferentos

estercides. Calda curva represents ol porcentaje de  crecimiento Jde

las eélulas tratadas con estersldes, en relocién con Ins wismas eédulas

tratadas sélo con el solvente del esterolde (1009). Abscisa: es el

exponente de fa cifrn 1 x 10 ¥ expresa la concentracion del estoroide.

Ordenada: porcentaje del control de crecimiento celular. 10, @ concen-
traciin inhibitoria del S09%;.

Maosotros hemos utilizade lineas celulares estables [fibroblas-
tos de rotén o células L, linfoma de rotén o ML-3BB y eslulas Hela)
en nuestros experimenfos. Cultivamos los células en botellas de
prescripcién de seis onzos en 15 ml. de medio. Lo contidad de
células sembrados vorio segin lo viobilidod. Con celulos L se
utiliza de 1-2 x 10° células por betella. El control del crecimiento
puede hocerse codo dia hasta gue se alecance un maximeo o
plategu; o el dia 5 & &, cugndo yo se ho alcanzado un buen cre-
cimienfo. Las drogas se agregon ol dia siguiente |dia una] de ha-
berse distribuide los células en los botellas, v sus efectos sobre
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el crecimiento pueden seguirse o diario (Fig, B); o bien, cuando se
astime gue el contral ha dleanzade un buen crecimienta. S utili-
zamoas diferentes concenfracicenes de Una misma droga, podremos
establecer una relacién o curva de dosis respuestas [Fig. 9. El
efecto podrd expresdrse coma un porcentaje del control (sim droga
pero con &l solvente] o bien directomente medionte el contaje ce-
lular, El contaje puede realizarse con un contador electrénica, pre-
vio suspension de los células en solucion saling gue cantiene trip-
sing al 0,15%, o con el hemocitémetra™, Generalmente se utili-
zan fres botellas por coda droga o concentrocidn wtilizada y tres
para el contrel, determinéindase el error standard. El efecto gue la
droga tenga en diferentes pardmetros celulares, se estudiard de
deuerdo o su relacién con los mecanismos celulares. Asi por ejem-
plo, la aecién sobre sintesis de proteinas o macremaléeulas, peo-
demos sequirlo mediante determinacionss guifnicas del nitrdgeno
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HORAS DESPFUES DEL EAaTEROIDE

Fig. 1. Efecto de la hidrocortisona sobre o acumuplacion de elementos
citlulares en cultives in vitro de célnlas ML-388, El contaje celular
esti expresado x 1006 : el DNA como mgnol, de desoxirribosa en I
fracciém soluble en dcido; los amineicidos, en wpmol, de materind goe
reacelonn con s ninhidring  (egquivalentes de lencina). Las proteinas
estin expresadas en gers. de nlirdgeno proteico (Gabourel ¥y Aronow )5



proteico, ribosa o desoxirribesa |Fig. 10)", o wtilizando precursores
marcados con iséfopes, los cuales podemos seguir y determinar o
diferentes intervolos de tiempo [Pratt, W.; Aronow, L. Par publicor|
(Fig. 11k
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For poblicar).

SUMMARY

A review of different ospects of tissue culiure methods is
made, with discussion on basic requirements of salts ond nutri-
tive substances important for keeping esmolarity, pH and life con-
ditions in witro, A description of the techniques used for culturing
amnion cells, chick embryoc fibroblosts and fetal human kidney
cells is presented besides a brief outline of continuos culture of call
strains. Finally on explonotion of uses of cell culture in Virclogy
and Phormacalegy is offered.
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“Debemios practiear muestros poderes de observacian,

de mode que se desarrolle esa actitid miental guoe
consiste en estar slempre o ln expectativa de lo im-
previste ¥ formarnes el hiblto de examinar cual-
quisr posibilidad que nos ofrerea la easualidad.
Los descubrimientos se hacen prestando atemeion
i todos los indicios por pequefios que estos sean.
La actitmd wental del cientifico, guoe reguiers e
videncias convineentes, debe reservarse parn la
ctapa de proeba de In investiguneion'.

W, I. B. Beveridge
“El Arte de la Investigacidn Clentifica”



“No hay nada reprobable en oo-
meter un error, slempre que se
desenbra ¥ eorrija a tHempo. A-
fquel  clentifico que es  exoesiva-
imente prodente, o8 poco proba-
ble que cometa errores o reatl-
e descubrimientos, Whitehead Lo
ha expresado de la siguiente non-
nern: "El miede @l error es i
muerte del progreso’ ',

“La sensibilidad cmoclonal es tal
veg i valiose ateibuto pars un
cientifico; en tode cnso el eien-
tifico notahle debe ser eonsldera-
o eomo un artiste ereador, ¥ es
del todo falso pensar gue £ cien-
tifieo & un hombre gque simple-
mente sigue las leyes de la 16-
gicn ¥ de los experimentos”.

W. L. B. Beveridge

“El Arie de lg Ineestigacicn Clentifica”
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