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Mantenimiento de lineas celulares de animales poiquilotermos

Julio M. Coll
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Las lineas celulares de animales poiquilotermos se utilizan para diagndstico viral, produccion de virus,
diagndstico toxicoldgico e investigacién. El mantenimiento de stocks de estas Iineas se hace a temperaturas de
4-14°C, temperaturas que estdn por debajo de las temperaturas dptimas de crecimiento (20-28°C). Este
procedimiento afiade una gran versatilidad y facilidad en el manejo de las lineas. Quizd un método anélogo
pueda aplicarse también a otras lineas celulares mas utilizadas en clinica y cuyo crecimiento éptimo es a 37°C.

Lineas celulares

Se mantienen y producen, actual-
mente, 4 lineas de peces descritas
en la literatura. Las lineas obteni-
das deepiteliode carpa(EPC),yde
fibroblastos de "Bluegill" (BF) son
de temperaturas templadas (26-
28°C) conuntiempo de replicacién
de 1-2dias. Lasotrasdoslineas se
obtuvieron de embrién de salmén
del Pacifico (CHSE) y de ovario de
trucha arco iris (RTG-2) y son de
temperaturas mas frias (20%C) con
un tiempo de replicacién de unos 4
dias.

Estas lineas de animales
poiquilotermos tienen la capacidad
de alargar su ciclo de replicacién al
disminuir la temperatura sin alte-
racién de su viabilidad. Asilas EPC
y la BF pueden guardarse a 14°Cy
las CHSE y RTG-2 pueden guar-
darse hastaa 4°C, enambos casos
durante meses y sin apenas alte-
racion de su viabilidad.

Elhecho de cultivarlascélulasa
una temperatura menor de 37°¢C
hace que las contaminaciones de
bacterias, hongos o levaduras no
sean muy frecuentesy siaparecen
puedan combatirse facilmente con
gentamicina (25-50 pg/mly o
fungizona (2.5 pg/m).

Medlos e infraestructura

Son los tradicionales en cultivos
celulares, excepto los incubadores
de baja temperatura.

En el servicio se emplean dos
medios: el RPMly el MEM. Todas
las lineas parecen adaptarse bien
alos dos medios excepto 1a RTG-2

que solo crece bien en MEM. Los
investigadores utilizan allcuotas
congeladas de L-glutamina, piru-
vato, gentamicina, fungizona, trip-
sina y suero comunes; pero cada
uno utiliza sus propios medios de
cultivo para evitar contaminacio-
nes cruzadas.

Las cabinas, incubadores de
baja temperatura y salas de cultivo

celular se formolizan durante 48

horas con formol al 20%, trimestrai-
mente. Otras medidas anticonta-
minacién son el uso de la luz
ultravioleta en cabinas y salas de
cultivo, aire filtrado y presion posi-
tiva, limpieza-desinfeccién periédi-
ca y utilizacién de antibiéticos-
antimicéticos en los medios solo
cuando se hacen experimentos
pero no durante el mantenimiento.

Los stocks de material estéril y

los medios incompletos estdn a

cargo de unapersona, que asuvez
lleva el control de la reserva de
células congeladas y los stocks a

baja temperatura.

Funcionamiento
El sistema funciona en tres escalo-

nes: la reserva de células congela--

das en dos contenedores indepen-
dientes de’ nitrégeno liquido, las
células en crecimiento y los stocks
a14y4°C. Paracongelarlaslineas
se utilizan densidades de 3-5x10°
células/ml, previamente analizadas
para detectar la presencia de mico-
plasmas. Los stocks a baja tempe-
ratura consistenen botellas de 75mi
para subcultivo y enplacas de 24y
de 96 pocillos para uso. El uso que

se da a estas lineas celulares cae
dentro de unode estos 4 apartados:
diagnéstico viral, produccion de vi-
rus, diagndstico toxicoldgico o in-
vestigacién. Cuando se requiere
una determinada linea, se pasan
del stock de baja temperatura a la
temperatura éptima de crecimiento
y de ahi a su destino final.

Conclusion

El método de guardar stocks a una
temperatura por debajo de la tem-
peratura dptima de crecimiento se
aplicé a mielomas de ratén x63/Ag
8.653 (ternperatura ¢ptima 37°C).
Laviabilidad disminufa rapidamen-
te a 4°C en una semana. Sin em-
bargo, estdn en experimentacion
temperaturas intermedias con las
que podrfan obtenerse una mayor
viabilidad. Es posible que cada li-
nea celular tenga un 6ptimo de
"temperatura-stock", que existan
ciertas lineas de animales no
poiquilotermos que puedan guar-
darse a bajas temperaturas, o que
no existan. La versatilidad y facili-
dad en el manejo que se obtendria
de ser cierta esta posibilidad, ha-
cen atractivo el experimento.
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Noticias de compaiiias

O Florigene (Holanda), ha recibi-
do la aprobacién del Ministerio
Holandés de Proteccién Ambiental
pararealizarlas pruebas de campo
de un crisantemo transgénico con
diferente color. Florigene colabora
con DNA Plant Technology y la
Universidad Libre de Amsterdam
en este proyecto, en etque median-
te elbloqueo genético del pigmento
de 1a flor del crisantemo se obtie-
nen flores blancas en vez de rosas.

1 Ajinomoto pretende comenzar
las pruebas clinicas de su interleu-
quina-6 recombinante este mismo
afio.

3 El bioinsecticida Cutlass de

Ecogen ha sido aprobado por el
Departamento de Alimentos y Agri-
cultura del Estado de California,
convirtiéndose asi en el primer pro-
ducto alterado genéticamente que
se aprueba como insecticida.

@ La Agencia de Metereologia y
Proteccién Ambiental de Arabia
Saudita ha elegido a la compafiia
Environmental Remediation Inc.
para disolver el petréleo liberado
en la aguas del Golfo Pérsico du-
rante la reciente guerra. Environ-
mental estd preparando en la ac-
tualidad los protocolos de utiliza-
¢idén de sus productos para adap-
tarlos especificamente a la proble-
maética de la zona del Golfo.
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