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Historia de los cultivos de células animales in vitro
y su importancia en la actualidad

History of cultured animal cells in vitro and
its significance at present

Laura Santacruz Reyes, Angel Melo Jimenez, Carlos Rodriguez Herrera
y Johanna Moscoso Gama
Universidad INCCA de Colombia, Bogota, Colombia

Resumen

El cultivo de células animales in vitro es un drea de la biotecnologia que avanza a pasos agigantados
debido a su gran campo de accion: investigacion médica, efectos farmacoldgicos y ambientales, tras-
plantes de tejidos y cirugias reconstructivas, técnicas de fusion y manipulacion genética, y productos
y subproductos celulares. Otro factor favorable se relaciona con sus ventajas y beneficios en cuanto
afacilidad de recrear condiciones controladas para el desarrollo celular, el potencial para desarrollar
investigacion en pequena, media y gran escala, alternativa al uso de animales, y reduccién de costos
entre otros. Desde los primeros ensayos de sobrevida celular fuera de organismos, el establecimiento
de las primeras lineas celulares, y en la actualidad la modificacion genética controlada de células, el
desarrollode medios de cultivo libres de sueroy de componentes animales mediante técnicas asépticas
constituyen su linea de progreso hasta brindar solucién real a enfermedades, lesiones y alteraciones
del hombre.

Palabras clave: Técnicas de Cultivo de Célula, Biotecnologia, Investigacion Genética.

Abstract

The animal cell culture in vitro is an area of biotechnology that is advancing rapidly due to its wide
field of action: medical research, pharmacological and environmental effects, tissue transplants and
reconstructive surgeries, fusion techniques and genetic manipulation, and products and by-products
cell phones. Another favorable factor is related to its advantages and benefits in terms of ease of
recreating controlled conditions for cell development, the potential to develop research in small,
medium and large scale, alternative to the use of animals, and cost reduction among others. Since the
first tests of cellular survival outside organisms, the establishment of the first cell lines, and currently
the controlled genetic modification of cells, the development of culture media free of serum and animal
components through aseptic techniques constitute their line of progress to provide real solution to
diseases, injuries and alterations of man.

Keywords: Cell Culture Techniques, Biotechnology, Genetic Research.
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. Introduccion

Las células, son la parte esencial para el funcionamiento basico de la vida que conforma a todos los
seresvivos (1). Estos organismos puedenorganizarse en pluricelulares y multicelulares, estos tGltimos;
sedesarrollanendiferentes tipos de células eucariotas, las cuales presentan diversos tamanos, formas
y funciones (especializadas), las cuales llevan al desarrollo la formacion de tejidos y/u 6rganos, para
conformar un organismo mas complejo con capacidades mayores a las de sus componentes (2,3).

El ser humano, siempre ha querido averiguar todas las actividades funcionales de las células en los
organismos vivientes. Por lo que se empezaron a desarrollar cultivos de estas, los origenes del culti-
vo de células animales se remontan a mediados del siglo XIX, donde los cientificos de aquella época
empezaron a establecer técnicas para la perduracion, observacion, y la vision de realizar cultivos de
células de manera aislada (4).

Elcultivode célulasanimalesinvitroseinicid afinales del siglo XIX, cuando serealizd el primer intento
para desarrollar el crecimiento de érganos en distintos animales sumergiéndolos en fluidos biolégi-
cos. Apesar de ellos, hasta 1907 se tiene en cuenta al cultivo celular como un método simplemente
para estudiar el comportamiento de las células animales independientemente de las variaciones
sistémicas (5).Por tanto, se originaron una seria de complicaciones en las primeras siembras, una de
las limitaciones era lograr establecer un medio nutritivo adecuado, lo cual fue logrado en 1910 por
Burrowsel, plasma de pollo para nutrir los explantes de tejidos embrionarios de pollo, fue uno de los
primeros medios que permitié la observaciény el crecimiento de tejidos.

Enotrointento Burrowsy Carrel, realizaron los primeros cultivos celulares de mamifero, los explanes
obtenidos de perros, gatos y conejo se lograron conservar y obtener de esta manera, crecimiento de
tumores solidos. Suensayo, los llevoadeterminar que lavidaenlos diferentes cultivos se puede prolongar
por medio de subcultivos. Empleando en los medios plasma suplementado con extractos de embrion.

En 1912 (6) se utilizd por primera vez extractos enriquecidos de tripsina gracias a Roux y Jones, la
finalidad de la tripsina fue romperlas células de embriones de pollo, creando de esta manera el pri-
mer cultivo celular, conocidoy funcional. Pero siempre se han presentado problemas en los cultivos
celulares por la contaminacién, y para resolver esta problematica, se han desarrollado numerosos
métodos de manipulacién en pro de conseguir medios libres de contaminacion.

Carrel en 1913 demostré como mantener un medio de cultivo de células extraidas de embrion de
pollo, las cuales se mantuvieron durante 34 anos, periodo de tiempo superior al de la vida de este.
Entre 1920y 1940 se implementaron diversas estrategias de obtencion de cultivo y de manteni-
miento de las en condiciones estériles, pero no hubo avances.

A partir de los anos 40, con el aislamiento de los primeros antibiéticos, se desarrollaron numerosas
aplicaciones de entre las que podemos destacar:
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o 1948€Earle,etal., aislaroncélulas delineacelular Ly mostraron que eran capaces de formar clones
en el cultivo de tejidos. Dejando en claro que para que una célula llegue a dividirse necesita ser
alimentada con los nutrientes correctos.

o 1952 etal, establecen la primera linea celular continua Hela y el medio usado fue complejoy
poco definido: plasma de pollo, extracto de embridn bovinoy suero de cordén umbilical humano.

o 1954 Rita Levi-montalcini, et al., mostraron que el factor de crecimiento nervioso estimula el
crecimiento de los axones en tejidos en cultivo “Premio Nébel para Levi-Montalcinien 1986”.

o 1955 Eagle, realiza la primera investigacion sistematica de los requerimientos nutritivos de las
células en cultivo. Describiendo las necesidades del cultivo de soluciones corporales complejas
(sueros) pueden ser satisfechas por tan poco como el 1% de suero de caballo dializado en un
medio definido de pequefas moléculas (aminoacidos, azticares)

e 1961 Hayflicky Moorhead, usaron por primera vez en un medio de cultivo antibiéticos para pre-
venir lacontaminacion de los cultivos de fibroblastos. Pudieron mantener estos cultivos durante
unos 12 pases, pero no consiguieron establecer lineas estables.

e 1965 Ham introduce el primer medio definido libre de suero capaz de mantener algunas células
de mamifero en cultivo indefinidamente.

e 1969 Augusti-Toccoy Sato establecen la primera linea celular estable de neuroblastoma

» Aislando clones que establecian procesos nerviosos y que eran eléctricamente excitables. Se
empiezan a establecer las primeras lineas celulares diferenciadas.

o 1974 Albert Claude, George Paladey Christian de Duve, hacen posible lamiradaalasestructuras
subcelularesyorganelas de unacélulaconprimerasfotos de unacélula por medio de microscopio
electronico.

e 1975 Kohler y Milstein establecen la primera linea celular hibrida productora de anticuerpos
monoclonales. El establecimiento de la tecnologia de obtencion de anticuerpos monoclonales
les valio el Premio Noébel.

e 1976 Sato, et al, mostraron las diferentes lineas celulares que requieren mezclas distintas de
hormonas vy factores de crecimiento para crecer en medios libres de suero.

e 1980 se empiezan a conocer los mecanismos de la transformacion.

o 1990 empezaron a producirse medicamentos a escala industrial en biorreactores. Se desarrolla
la biotecnologia.

e 1998 se produce cartilago mediante ingenieria de tejidos y en 2003 se experimenta el auge de
esta nuevadisciplina.

e 2007 sereprograman células adultas para convertirlas en células pluripotenciales inducidas.
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Teniendo en cuentatodos los antecedentes en diversos cultivos celulares, se empezaron a construir
los primeros experimentos exitosos para el mantenimiento de cierto conjunto de células no disgre-
gadas o explantes de diferentes tejidos, sin embargo, el crecimiento se limitd a migracion de células
desde el tejido con la ocasional presencia de mitosis (5,6).

Il. Contexto del cultivo de células en la actualidad

La definicion general que se le ha dado al cultivo de células animales, es el aislamiento de un tipo
especificode células provenientes de tejidos u érganos animales, que posteriormente son colocadas
en un ambiente artificial que favorece su division, crecimiento, multiplicacion y en algunos casos,
diferenciacion (7).

Y el cultivo de células animales ha permitido estudiar la actividad intracelular, los flujos metabdlicos,
las interacciones con el medio ambiente, las interacciones célula-célula, la genética y la generacion de
metabolitos de interés (7). Estos principios basicos han sido aplicados en muy diversas disciplinas de
las ciencias naturales, abarcando desde la biologia celular, biologia del desarrolloy la fisiologia, y es por
esto, que se han establecido parametros de diferenciacion en las denominadas lineas celulares.

I1l. Clasificacion del cultivo de células

Cultivo Celular. Es aquel cultivo de células que tiene una alta capacidad de multiplicarse in vitro, el
cual es establecido a partir del primer subcultivo de un cultivo primario y que tiene las mismas ca-
racteristicas que el tejido de origen.

Cuando las células son aisladas a partir de un tejido donante, pueden ser mantenidos de diferentes
maneras, ya sea de forma espontanea o con la ayuda de medios mecanicos, usando el conjunto de
técnicas que permitenel mantenimiento, la supervivenciay multiplicacionin vitrode células derivados
de drganos especificos, explantes primarios o de linajes celulares tratando de conservar al maximo
sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas (4,8).

e Cultivo de 6rganos: se coloca el 6rgano sobre una rejilla situada en la interfase liquido-gas de un
medio del que obtiene los nutrientes y al que puede liberar los desechos. Este tipo de cultivo, per-
mite mantener al menos en parte, la arquitectura caracteristica del tejido “in vivo”. Se conservan las
interacciones histoldgicasy, gracias aello, este cultivo permite mantener los tipos celulares diferen-
ciados, por loque representanunabuenaréplicadel tejidode origen. Sinembargo, no crecen mucho
“la proliferacién celular se limita a las células embrionarias periféricas’, y no se pueden propagar.

e Explantes primarios: se ubica un fragmento de tejido o de drgano en la interfase solido-liquido

de un soporte de vidrio o de plastico. Las células se adhieren a la superficie y las células de la
periferia del explante pueden migrar v proliferar por la superficie del soporte.
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e Cultivo celular primario: Es el tipo de cultivo més utilizado, y se puede obtener a partir de ex-
plantes primarios o de suspensiones de células disgregadas. Ladisgregacion celular se realizapor
métodos enzimaticos o mecanicos. En estos cultivos se pierden las interacciones célula-célulay
las interacciones de la célula con la matriz extracelular. Sin embargo, las células son capaces de
proliferarylapoblaciéon celular crece notablemente. Existen dos tipos de cultivo celular primario:
Cultivos en monocapay en suspension.

En cuanto a las células diferenciadas en un tejido tienen una capacidad limitada para proliferar. Asi,
las células presentan diversas capacidades dependiendo del medio v las condiciones que se le pro-
porcionen, unade las propiedades es |la capacidad de adherencia, la cual estd asociada con el tipo de
célula, enlas cuales influye el tipo de proteina que se presente en la superficies; la capacidad en la
superficie, en la cual muchas de las células se encuentras, debido a que en ella se sintetizan protei-
nas relacionadas con la matriz extracelular la cual estd encargada de mantener unidas a las células y
tiene un papel regulador sobre las mismas in vivo, sin embargo, la célula puede crecer en monocapa
o suspension(2,10,11).

Algunasde las macromoléculasinvolucradas son lacoldgena, la fibronectina, lalamininay el proteogli-
cano, las cuales constituyen interacciones con las protefnas de lamembrana citoplasmica de la célula,
denominadas integrinas (son una superfamilia de glicoproteinas que participan mayoritariamente
enlaunionde las células conlamatriz extracelular), CAMs (microorganismo del complejo de ataque
a la membrana)y cadherinas (moléculas de adhesion celular de glicoproteinas transmembranales
responsables de las uniones célula-célula para mantener la integridad de los tejidos animales).

Estas proteinas ademas de mantener unidas a las células también participan en la transmision de
sefales del exterior hacia el interior de las células. En cultivos en monocapa, la interaccion de este
conjunto de proteinas se da por medio de las adhesiones focales.

IV. Accionde los cultivos celulares

Los cultivos en monocapa (Grafica 1) representan una de las formas de crecimiento in vitro de las
células provenientes de cultivos primarios o de lineas celulares dependientes de anclaje. Las células
crecen adheridas sobre un soporte sélido (plastico o vidrio), al que, propician el anclaje al sustrato
para la proliferacion celular.

Las células que se desarrollan de esta manera son estables genéticamente y tienen una naturaleza
diploide normal. La monocapa celular crece (confluencia) cubriendo la superficie de soporte hasta
que se establece contacto entre las células, lo que causa que éstas detengan su crecimiento.

Existen algunas lineas celulares que tienen la capacidad de crecer tanto en monocapa como en sus-

pension (células de insecto, BHK21, hibridomas), sin embargo, son muy pocas las que tienen esta
dualidad (12).
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Tipo de crecimiento
de los cultivos celulares

Cultivo
celular

Cultivo Cultivo Cultivo
en monocapa en suspension tridimensional
Fibroblastica Lonfoblastica Epitelial

Grafica 1. Tipo de crecimiento de los cultivos celulares. De acuerdo a las caracteristicas del soporte y el
origen celular, los cultivos se pueden clasificar en monocapa, en suspension o tridimensionales.

El crecimiento en suspension se presenta en células cuya naturaleza es de ese tipo como en el caso
de células hematopoyéticas o en aquéllas que han perdido o disminuido la sintesis de proteinas
de anclaje y no desarrollan el proceso de crecimiento como algunas lineas celulares transformadas
artificialmente o de células procedentes de tumores. Las células que provienen de cultivos primarios
con requerimiento de anclaje a superficies pueden ser adaptadas a crecer en suspension después
de ser sometidas a una serie de subcultivos, al hacer modificaciones genéticas o cambiando el
medio de cultivo.

Los cultivos continuos vy de perfusion ofrecen ventajas econdmicas decisivas cuando se trata de
aumentar la escala de operaciéon en células en suspension.

Mientras que en los cultivos tridimensionales se busca mantener la arquitectura in vivo del tejido
de origen. En el caso del epitelio, los sistemas tridimensionales permiten estudiar la proliferacion,
morfologia e interacciones intra e inter celulares. De igual forma se puede evaluar el efecto de
sustancias que pueden afectar tales interacciones. En este tipo de cultivo es posible mantener los
tipos celulares diferenciados y es por ello una buena réplica del tejido de origen, sin embargo, la
propagacion celular es dependiente de las caracteristicas de la biomatrizo soporte (13,14).

Por otro lado, el cultivo de células animales presenta tres morfologias importantes: linfoblastica,
fibroblasticay epitelial. Relacionadas con el origen del tejido primario (4). Las lineas con morfologia
linfoblastica crecen en suspension mientras que las dos Ultimas crecen en forma adherente. Por
tanto, la morfologfade la célula correcta depende de las caracteristicas dadas por el soporte. Donde
las células que se separan, tienden a formar esferas, pero en el momento que se adhieren vuelven a
adquirir una forma especifica (5).

Cultivo Primario y subcultivo. Es cuando el cultivo proviene de células que han sido disgregadas de
un tejido original tomado de alglin érgano de un animal; son consideradas como cultivo primario
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hasta que se subcultivan con éxito. Los cultivos primarios se caracterizan por estar constituidos
por diferentes tipos de célulascuya morfologia es marcada de las células del 6érgano del que fueron
aisladas, sus cromosomas tienen un ndmero diploide, su crecimiento in vitro es limitado y presentan
inhibicién por contacto generado por vias de sefalizacion intra e intercelulares (16).

Embrion

Adulto - \HUGD
Digestion ‘ ‘ Diseccién
XL adicional si
W es necesario

Picado

Y VR

Cultivo 1 Cultivo

Expiantes

primarios

Grafica 2. Esquema cultivo celular.

Cultivo secundario, se establece a partir de un subcultivo exitoso obtenido de un cultivo primario y
las células dependientes de anclaje forman una monocapa que puede llegar a cubrir el soporte en
el que crecen (grado de confluencia) (17). El subcultivo implica el desprendimiento de las células
adheridas, la dilucion de la densidad celular y su reinoculacion en medio fresco. Las células pueden
crecer a una velocidad constante en diversos subcultivos sucesivos, recibiendo cada uno de ellos el
nombre relacionado con el pase (12).

Cultivo de explantes, son fragmentos de tejidos u érganos que se adhieren a una superficie y en la
que proliferan las células de la periferia.

Cultivos continuos o lineas celulares. Consiste de células que se diferencian genéticay morfolégicamente
de las células de las que se originaron. Pueden provenir de tumores o de un proceso de transformacion
de un cultivo primario por medio de una pérdida de regulacién debido al subcultivo continuo o me-
diante transfeccién con oncogenes, o el tratamiento con agentes carcinogénicos. Las lineas celulares
continuas son aquellas que han demostrado posibilidades de ser subcultivadas in vitro por lo menos 70
pases consecutivamente y que presentan caracteristicas genotipicas diferentes al tejido del cual fue-
ron originadas. Las lineas celulares continuas pueden ser transfectadas con genes especificos para la
produccion de proteinas de interés, se les conoce como lineas celulares transformadas genéticamente
(17). En general, algunas de estas lineas se caracterizan por no tener inhibicién por contacto y crecer
de manera indefinida e independiente del niimero de pases o subcultivos (18).
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Tabla 1. Ejemplo de algunas lineas celulares, tomado de Montalvan, 2009 (4).

Linea celular Caracteristicas Origen
293 Higado (humano) transformado con adenovirus Humano
3T3 Fibroblastos de anclaje Tejido conectivo de ratdn
BHK21 Fibroblastos de anclaje Rinén de cria de hamster Sirio
CHO Células en suspension, semejantes a epiteliales Ovario de hamster Chino
COs Higado Mono
E14.1 Células madre embrionarias Raton
H1,H9 Células madre embrionarias Humano
Hela Células en suspension, semejantes a epiteliales Carcinoma cervical humano
IMR-90 Células en suspension, semejantes a epiteliales Pulmon de embrién humano
L Fibroblastos de anclaje Tejido conectivo de ratdn
L6 Mioblasto Rata
McCoy Fibroblastos de anclaje Origen de raton similar a células T
MDCK Semejantes a epiteliales Rifdn canino
MPC-11 Células en suspension, semejantes a linfoblastos Mieloma de raton
MRC-5 Fibroblastos diploides, vida limitada Pulmon de embrion humano
Namalwa Células en suspension, semejantes a linfoblastos Linfoblastoide humano
PC12 Célula cromafin Rata
PtK1 Célula epitelial Rata canguro
R1 Células madre embrionarias Raton
S2 Células similares a los macrofagos Drosophila
SP2 Célula plasmética Raton
Vero Fibroblastos de anclaje Mono verde africano
WI-38 Fibroblastos de anclaje Pulmoén de embrion humano
WISH Semejantes a epiteliales Amnion humano

V. Conclusiones
e Lainfeccion del torrente sanguineo es una de las entidades frecuente en el medio hospitalario
con una carga alta de morbilidad, mortalidad y costos sanitarios.

e Pseudomona aeruginosa es el tercer patégeno Gram negativo mas frecuente en infecciones del
torrente sanguineo.

e La capacidad de adaptacion a medios hostiles y capacidad de adquisicion de mecanismos re-
sistencia, hacen de la Pseudomona aeruginosa una bacteria susceptible a la seleccion de cepas
multidrogoresistentes a los farmacos disponibles.
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e Laterapiacombinadaincrementalaactividad antimicrobiana através del efecto sinérgico farma-
codinamico, maximizalatasay extension de eliminacion, previene el crecimiento de subpoblacién
resistente y minimiza la presién selectiva.

e A pesar de las limitaciones metodoldgicas de los ensayos clinicos, la terapia de manejo contra
Pseudomona aeruginosa multidrogoresistentes en infecciones del torrente sanguineo, la piedra
angular son las Polimixinas en combinacién a un segundo antimicrobiano antipseudomona.

e Enla terapia combinada los estudios clinicos vy las series de casos evidencia que el uso de
carbapenems como segundo antibidtico junto a polimixinas han demostrados incrementar el
efecto bactericida contra aislamientos multidrogoresistentes lo que se ve reflejado, en menores
tasas de mortalidad entre pacientes tratados con este régimen.

VI. Cultivos histotipicos y organotipicos

Los cultivos histotipicos son cultivos de un solo tipo celular que consigue alcanzar una elevada den-
sidad celular (tal y como ocurre en los tejidos). Mientras, los cultivos organotipicos v la arquitectura
caracteristicadeltejidoin vivo se mantiene parcialmente. El 6rgano se mantiene enun medio del que
obtiene los nutrientes, donde libera los desechos y en el que mantiene su estructura tridimensional,
generalmente esférica. Estos cultivos permiten mantener los tipos celulares diferenciados y es por
ellounabuenaréplicadel tejido de origen, pero no permite su propagacion ya que el crecimiento de
producirse es limitado periferia. Laimposibilidad de propagacion obliga, en cada nuevo experimento,
a partir de nuevo material animal lo que conlleva una elevada heterogeneidad (19).

Mientras el cultivo de células supone una disgregacion celular, ya sea por medios enzimaticos o
mecanicos vy la suspension celular que se obtiene se puede cultivar como una monocapa adherente
0 en suspensién en el medio de cultivo. Este tipo de cultivo permite su propagacion, aumentando
notablemente la masa celular del cultivo alo largo de las generaciones, puesto que las células que se
cultivandirectamente desde el sujeto son células primarias; estos tienen un periodo de vida limitado,
ya que después de un cierto nimero de divisiones las células entran en el proceso de senescencia
y dejan de dividirse, manteniendo la viabilidad. Ocasionalmente, un cultivo primario se mantiene
durante més generaciones de las esperadas (20).

VII. Aplicaciones del cultivo celular
Los cultivos celulares se utilizan tanto en la investigacién basica como en la aplicada. En lainvestiga-
cion basica, permiten estudiar fendmenos complejos como, por ejemplo:

e Laactividad intracelular: transcripcion de DNA, sintesis de proteinas, metabolismo energético,
ciclo celular, diferenciacion, apoptosis.

e FElflujointracelular de biomoléculas: procesamiento del ARN, el movimiento del ARN desde el
nucleohaciaelcitoplasma, el movimiento de las proteinas hacia diversos organulos, el ensamblaje
y desensamblaje de los microtubulos.
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o Gendmica y protedmica: analisis genético, infeccion, transformacion celular, inmortalizacién,
senescencia, expresion génica, rutas metabdlicas.

e Ecologiacelular:elestudiodelas condiciones ambientales responsables del mantenimientode la
funcionalidad celulary de sudiferenciacion, el estudio de las necesidades nutricionales, lacinética
de la poblacién celular.

e Las interacciones celulares: morfogénesis, proliferacion celular, adhesion celular, interacciones
con lamatriz, invasion celular.

e Enlainvestigacion aplicada, las técnicas de cultivo celular utilizan en campos tan diversos como:
» Virologia: Cultivo de virus animales y de plantas, produccién de vacunas.

e Biotecnologia: produccionindustrial defarmacos en biorreactores (interferén, insulina, hormona
de crecimiento).

* Inmunologia. Produccion de anticuerpos monoclonales, sefalizacion, fendmenos de inflamacion.
» Farmacologia: Efectodediversosfarmacos, interacciones conelreceptor,fendmenos de resistencia.

» Ingenieria de tejidos. Produccion de tejidos artificiales (piel, cartilagos) para el tratamiento de
grandes quemados, injertos o autotransplantes, desdiferenciaciéon y diferenciacién inducida.

o Toxicologia: citotoxicidad, mutagénesis, carcinogénesis.

VIII. Ventajas del cultivo celular

o Control del medio extracelular que se puede controlar en un cultivo.

« Distintos factores como: pH, temperatura, humedad, presion osmotica, tensionesde O,y de CO.,,
concentracion de nutrientes, etc; se pueden controlar a conveniencia.

» Homogeneidad de lamuestra. Ya que las células de un cultivo son bastante homogéneas en com-
paracion con la variabilidad existente entreanimales de experimentacion.

e Disminuciéndel gasto. Si se experimenta con farmacos, al utilizarse cultivos de células se utilizan
concentraciones muy bajas de dichos productos.

e Disminucién de la necesidad de realizar ensayos in vivo. Evitandose en gran medida el sacrificio
de animales de experimentacion.

e Desarrollo de cultivos histotipicos y organotipicos que incrementan la fiabilidad de los modelos
experimentales.

Limitaciones:

e Excesiva sensibilidad dado que el crecimiento de las células es relativamente lento y es depen-
diente en muchos casos de factores nodel todo conocidos. Ademas, existen contaminantes como:
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hongos, levaduras, bacterias, micoplasmas y virus que suelen tener un crecimiento mas rapido y
pueden llegar a matar las células en cultivo.

e Limite de produccion a causa de la cantidad normal en el laboratorio de 10g de células.

e |nestabilidad a muchas lineas celulares continuas son inestables por ser aneuploides (cambio en
el nimero cromosomico).

IX. Desventajas del cultivo celular

Lastécnicasdecultivocelular necesitan unasestrictas condiciones de asepsia porque las células animales
crecen menos rapido que la mayoria de los contaminantes comunes como las bacterias, los mohos y las
levaduras. Ademas, las células precedentes de animales no pueden desarrollarse en medios de cultivo,
por lo que es necesario agregar a los medios suplementos como suero, plasma y fluidos intersticiales,
entre otros parade unamanerauotra proveer alas células cultivadas un medio semejante alinvivo (21).

Una mayor limitacion en el cultivo de células es el gasto de esfuerzo y materiales para la produccion
de una pequeha cantidad de células o de tejido. Los costos de producir células en cultivo son diez
veces mas que el uso de tejido animal, ya que se invierte bastante en ensayos o procedimientos pre-
parativos que pueden ayudar enlaestandarizacion del proceso reduciendo tiempo de manipulacion,
volumenes de muestra, tiempos de centrifugacion, etc. (22).

Enloscultivos celulares se dificultarelacionar las células cultivadas con las células funcionales ubicadas
eneltejidodel cual sonderivadas, esto porque en lamayoria de los casos presentan propiedades muy
diferentes; para esto es necesario utilizar marcadores de células los cuales van a ser de gran ayudaen
el momento de caracterizarlas en cultivo porque van a garantizar que las células crecidas en cultivo
son las mismas que se sembrarony no otras. Ademas, suelen presentarse problemas de inestabilidad
genética cuando se realizan varios pases de cultivos de células no transformadas, lo que va a originar
una gran heterogeneidad en el crecimiento de las células y en su diferenciacion (23).

X. Cultivo de células animales y su perspectiva a partir
de las contaminaciones

Las células eucariotas en cultivo crecen lentamente, con tiempos superiores a las 24 h (24). En caso
de ocurrir una contaminacién por estos organismos pueden provocar la muerte del cultivo en poco
tiempo (7). Para evitarlo se utilizan una serie de técnicas de trabajo que suponen la maxima asepsia,
asi como la esterilizacién del material y el trabajo en ambientes estériles (cabina de flujo laminar)
(25). Asimismo, se utilizan cécteles de sustancias antimicrobianas y antifingicas en el medio, aunque
en multitud de ocasiones no es posible usarlas o bien no son suficientes para prevenir la aparicion
de microorganismos (26).

Contaminacioén bacteriana y levaduras. Los medios de cultivo proporcionan un medio ideal para el
crecimiento de los contaminantes microbianos vy los procedimientos de manipulacién son susceptibles
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de provocar contaminacion por bacterias; los antibiéticos afadidos en los cultivos a corto no son re-
comendables en los cultivos a largo plazo. Para evitar las contaminaciones por bacterias es necesario
extremar las condiciones de esterilidad y realizar controles sobre las soluciones y envases a usar (27).
Los controles de esterilidad estan disefados para detectar no aquellos contaminantes de crecimiento
rapido que producen cambios considerables en el medio de cultivo (28).

* Trabajo en ambiente estéril, en una cabina de flujo laminar o en el &rea de influencia de un me-
chero bunsen.

e Usar pipeteadores automaticos y pipetas automaticas. Si no se dispone de estos nunca pipetear di-
rectamente conlabocasino mediante untubode gomaeintercalando algodénenlabocadelapipeta.

e Mantener los recipientes abiertos tan poco tiempo como sea posible.

* Todas las botellas de medio vy de soluciones atemperadas en un bafio deben secarse cuidadosa-
mente antes de usarlas.

e Ante cualquier duda limpiar con alcohol 70% o flamear el material que pueda estar contaminado
sinoes reemplazable, o reemplazarlo si es posible.

e Sisedescubre unrecipiente contaminado no se debe abrir. Si se han de tomar muestras para su
analisis conviene hacerloen ambiente estérily después limpiar cuidadosamente el d&reade trabajo
y conectar lailuminacion UV.

Contaminacién por micoplasmas. Los micoplasmas son células procariotas pequefas (0,3 a 0,5
ul de didmetro) que pueden formar pequefas colonias. No poseen pared celular y por ello sélo
son capaces de crecer en ciertos medios.

Los cultivos primarios suelen estar libres de micoplasmas, pero muchas de las lineas celulares conti-
nuas estan infectadas. La contaminacion suele proceder de suero animal contaminado (29).

Dado que lacontaminacion con micoplasmas no es tan evidente como lacontaminacién por bacterias
olevaduras es importante por una parte tener en cuenta el posible efecto de los micoplasmas sobre
el cultivo, y realizar controles periédicos de su presencia (30).

Los efectos dependen de la especie implicada.Otras especies no producen la muerte celular pero
retardan el crecimiento celular pues consume los requerimientos del medio (31).

Contaminacion por virus. Es un problema grave pues su prevenciony eliminacion es realmente dificil
por lo que los sueros deben ser controlados rutinariamente, aunque la validez de estos ensayos es

limitada. Por ello la Unica alternativa es el uso de medios libres de suero.

Losvirus puedentener unefecto citopatico marcado, pero los mas peligrosos son aquellos que crecen
abajatasaoenunas pocas células tan sélo (32).
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