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Desde primeros de siglo la técnica de los cultivos celulares
ha aportado un poderoso instrumento analitico para el estu-
dio de los fenémenos celulares, hasta entonces no utilizado.
El mismo hecho de conseguir que las células de un organis-
mo vivo sobrevivan y se multipliquen fuera de ese organismo
supone el conocimiento y, por lo tanto, el control de todos
los requirimientos y mecanismos que funcionan in vivo.
Sélo puede llegarse a este estado después de muchas prue-
bas y errores y todavia hay muchos de los requerimientos
celulares que siguen siendo un misterio. Las diferencias de
comportamiento que puede exhibir un mismo tipo celular in
vivo e in vitro sobre todo después de varios meses 0 afios
fuera del organismo hace que no puedan extrapolarse sin
més los resultados obtenidos in vitro a la situacién real in
vivo. La prueba final siempre es el comportamiento de la
célula en su entorno natural. Pero ademds de estos estudios
que podriamos denominar bésicos, los cultivos celulares se
usan hoy en dfa para obtencidn y propagacion de hibridos
celulares, diagndstico de enfermedades hereditarias y can-
cer, propagacién de virus y micoplasmas, estudio de los
efectos de farmacos y antibidticos y produccidn de sustan-
cias organicas complejas. Es, por todo ello, que el progreso
en el conocimiento y control de esta técnica lleva aparejada
su repercusién en un importante abanico de aplicaciones.
Debido a que aun existen numerosas lagunas en este cono-
cimiento y a que por lo tanto todavia no podemos controlar
totaimente el entorno celular in vitro es por lo que los culti-
vos celulares son un campo de investigacion de actualidad.

Células in vivo e in vitro

La célula es la unidad funcional del ser vivo. Estd limitada
por una membrana proteico-lipidica dentro de la cual se en-
cuentra el nlcleo celular donde reside- |2 informacién gené-
tica (DNA) y las enzimas que llevan a cabo las reacciones
celulares. La membrana permite el paso de algunas sustan-
cias e impide el de otras, con lo que mantiene unas ciertas
condiciones en el interior de la célula que hacen posible su
funcionamiento y supervivencia, La célula, como individuo
perteneciente a un ser vivo, tiene todas sus necesidades

~ satisfechas (tabla 1). Los requerimientos fisicoquimicos,
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nutritivos, de crecimiento y de defensa se realizan a través
de mecanismos fisioldgicos que procura el organismo com-
pleto. Hace unas decenas de afios se demostrd que las célu-
las podian extraerse de los tejidos y propagarse in vitro en
condiciones de esterilidad rigurosas (tabla 1). Entre otras
necesidades que habfa que reproducir en el laboratorio
estdn: las necesidades fisicas (pH, osmolalidad) las necesi-
dades nutritivas (aminodcidos, purinas y pirimidinas car-
bohidratos, lipidos, vitaminas y coenzimas y sales), factores
macromoleculares de crecimiento y medios de defensa fren-
te a las infecciones. Estas necesidades tanto cualitativa
como cuantitativamente difieren segun el tejido y la espe-
cie, lo que hace complejo el mantenimiento de las céluias.
Es absolutamente necesario reproducir y mantener todos los
requerimientos en valores exactos que no se conocen de an-
temano. Por eso los primeros cultivos se hacfan en suero u
otros Ifquidos hiolégicos; pero ademas de que estos medios
a menudo fallaban, no podia controlarse el cultivo por la
sencilla razén de la complejidad molecular de los liquidos
utilizados. El siguiente paso se intentd dar en cuanto a la
definicién de nutrientes y necesidades fisicas, en lo que se
ltamaron los medios definidos, de los que hay ya casi un
centenar gue son comerciales. Actualmente se avanza len-
tamente en el conocimiento de un tercer requerimiento que
aparecio al intentar sustituir totalmente el suero por los me-
dios definidos qufmicamente: los factores de crecimiento.
Estos factores han resultado ser dificilmente caracteriza-
bles debido, entre otras cosas, a sus pequefias concentra-
ciones en el suero, su actuacidn en conjunto (sinergismo) y
sus interrelaciones moleculares entre ellos mismos o con
nutrientes. Esto ha hecho que aun hoy dia se utilicen para
los cultivos celulares medios con 5-10 % de sueros anima-
les indefinidos. , '
Las células trasplantadas del tejido al tube de laboratorio
(cultivos primarios) mueren al cabo de un tiempo variable
pero definido. Raras veces es posible mantener estos culti-
vos mas alld de varias semanas o en cultivo indefinido;
cuanto esto sucede dan lugar a las lineas celulares.

Las |ineas celulares pueden ser no transformadas o transfor-
madas (tabla 2). La transformacién puede ser espontanea o
inducida (por agentes quimicos o virus y recientemente por
transfeccion) y es notorio el que las células procedentes de
tejidos tumorales estén transformadas. Las lineas celulares
de uso mas frecuente pertenecen a los tres tipos mas comu-
nes de células seglin su aspecto morfoldgico en cultivo: lin-
foide, epitelial y fibroblasticos. Las células de tipo linfoide
crecen generalmente en suspension, mientras que tanto las
células de tipo epitelial como las fibrobldsticas crecen ado-
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TABLA 1
Requerimientos de las células

Concepto Crecimiento in vivo

Crecimiento in vitro

Requerimientos fisicos
Control fisiolégico

pH
QOsmolalidad Control fisioldgico

Oxigeno Hemoglobina

Temperatura Control fisioldgico

Redox Control fisiologico

Substrato Tejidos
Requerimientos nutritivos

Aminoacidos Suero circulante

Suero circulante
Suero circulante

Purinas y pirimidinas
Hidratos de carbono

Lipidos Suero circulante
Vitaminas y coenzimas Suero circulante
Sales Suero circulante

Factores de crecimiento
Especificos para cada tipo celular
Defensa
Catabolismo
Infecciones

100 % de suero

Suero circulante

Anticuerpos y sistema inmune

Tampones indicadores y % CO,
Humedad 100 %

Ventilacion directa

Termostato

Agentes reductores

Plasticos no toxicos

Cambio de medio

Cambio de medio

Cambio de medio

Cambio de medio + detergente
Cambio de medio

Cambio de medio + EDTA

5-20 % de suero o factores purificados

Cambio de medio
Antibidticos y esterilidad

Las necesidades o requerimientos celulares se han agrupado en 4 tipos distintos: fisicos, nutritivos, factores de crecimiento y defensa. Estas necesidades se satisfacen de distinta
manera en el organismo (crecimiento in vivo) y en el tubo de ensayo (crecimiento in vitro). En ambos casos todas las necesidades se tienen que satisfacer para asegurar un crecimiento

éptimo.

TABLA 2

Diferencias en algunas propiedades entre cultivos primarios y lineas celulares

Cultivo primario

Lineas celulares

No transformadas Transformadas

Nimero de cromosomas

Morfologfa cromosdmica

Mismo nimero inicial con peque-
fia variacion entre células; 2n

Idéntica a la extension de la me-
dula dsea del donante

Ntimero inicia!l diferente con con-
siderable variacidn entre célu-
las; > 2n., '

A menudo diferente de una ex-
tension de medula dsea del do-

Numera inicial diferente con con-

siderable variacién entre célu-
las; > 2n

A menudo diferente a una exten-
sién de medula ¢sea del do-

Inhibicion por contacto Presente
Duracién del crecimiento in vitro Finita (50 generaciones)
Tejido de origen Benigno
Bioensayo de malignidad Negativo

Frecuencia de desarrollo de las |ineas Una linea puede desarrollarse en

cualquier drgano y en cual-

quier tiempo
Eficiencia de clonaje Baja
Crecimiento en suspensién in vitro No

nante nante
Presente Ausente
Indefinida Indefinida
Benigno Maligno
Positivo
Negativo

Raro, suceso impredicible Raro, suceso impredicible

Alta Alta

Si Si

Los cultivos primarios se establecen por disociacién de las células de un tejido normal y generalmente se dividen durante varias semanas y uego mueren, Raras veces es posible
mantenerlos en cultivo indefinidamente; cuando ésto sucede, dan origen a una linea celular no transformada con las caracteristicas que se dan'en la fabla, Cuando el tejido de origen es
un tejido tumoral maligno, las células pueden continuar en cultivo durante tiempo indefinido y se dice que estén transformadas, Frecuentemente es posible, a partir de células sanas que
morirfan en cultivo, inducir su transformacian haciéndolas «<inmortales» mediante la infeccion con fos virus apropiados,

sadas a las superficies de los tubos de cultivo. Estos tipos
celulares que crecen en las superficies exhiben el fendmeno
“denominado inhibicién por-contacto, es decir, cesan de di-
vidirse cuando llegan a confluenciar ocupando toda la su-
perficie disponiblé. -Las células transformadas de -estos
tipos suelen.escapar a esta inhibicién®. Las curvas de creci-
miento de cultivos primarios tienen 4 fases: adaptacion al
medio de cultivo, fase de crecimiento exponencial, fase es-
tacionaria 0. de deteccién.del crecimiento y muerte del culti-
. vo. Estas fases se distinguen tanto en cultivos en suspen-
sién como en cultivos en medios semisdlidos en los que se
puede seguir la-evolucién de cada tipo celular. Una vez el
cultive entra en crisls, generalmente todas las células mue-
ren. Esto puede suceder en unos pocos dfas o meses, segln
el-tejido de origen y las condiciones del cultivo. En algunos
casos puede observarse una poblacion de células que se
“recupera y vuelve a crecer en fase exponencial; pudiéndose
mantener indefinidamente en esta fase con los cambios de
medio adecuados; es entonces cuando se- establece una

linea celular. Las lineas celulares pueden guardarse conge-
ladas a ~—196° C (en nitrégeno liquido). La descongelacion
répida hace que se recupere la linea con aproximadamente
un 50 % de viabilidad celular.

Requerimientos fisicos

Los requerimientos fisicos pueden agruparse en: pH, osmo-
lalidad, oxigeno, temperatura, redox y substrato,

El pH fisiolégico varfa de 6,9 a 7,7, 1o que corresponde a
una concentracidn de bicarbonato (el tampon fisioldgico) de
unos 24 mM a 5 % CO,. Los tejidos. producen CO, como
consecuencia de la oxidacion de carbohidratos y acidos gra-
sos principaimente. EI CO, reacciona con el agua contenida
en los liquidos fisiolégicos dando lugar a iones bicarbonato
e iones hidrogeno que alteran el pH. Cada tipo celular en
cultivo exhibe una estrecha dependencia del pH. Para man-

‘tener un pH fisioldgico in vitro se usan concentraciones de
bicarbonato de 24 mM en los medios de cultivo, as{ como
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incubadores con 5-10 % de CO,. También se han usado
medios sin bicarbonato tamponados con herpes en atmosfe-
ras naturales. Las células en cultivo producen CO5, el cual,
dependiendo del volumen del cultivo, densidad celulary su
intercambio gaseoso, puede no ser eliminado lo suficiente-
mente rapido con lo que aumentaria la concentracién de
iones hidrégeno y bajaria el pH. Por otra parte, al abrir el
incubador o mantener los cultivos al exterior se produce una
alcalinizacion del medio que puede llegar a matar las célu-
las. Debido a la importancia del control del pH se suele
incluir en los medios de cultivo indicadores visuales, como
el rojo fenol, que permiten apreciar estas variaciones y cui-
dar que las células no estén expuestas a estos pH extremos
durante largo tiempoZ.

De la concentracion de iones depende la presién osmética,
que es la responsable del intercambio de agua y de nutrien-
tes entre la sangre y las células. La osmolalidad fisiolégica
es de unos 285 mosm/l. Los principales iones implicados
en estos intercambios son el sodio, el cloro y el bicarbonato
(extracelular) y el potasio, magnesio, fosfato y proteinas (in-
tracelular). Estas diferencias en concentracion idnica se
mantienen por gastos de energia. La mayor parte de la acti-
vidad osmdtica en el medio de los cultivos celulares es debi-
da a iones. Para mantener constante la osmolaridad de los
cultivos se hace necesario evitar la evaporacién del agua
bien utilizando receptaculos cerrados, bien utilizando incu-
badores con alta humedad (100 % de saturacion). La con-
centracion relativa de los iones en el medio de cultivo va
variando con el crecimiento celular hasta que se hace in-
compatible con éste. El control de este fenémeno no tiene
mas solucion que el cambio frecuente de medio de cultivo.
El oxigeno actiia como donador de electrones en las reaccio-
nes metabdlicas oxidativas por las que se degradan los nu-
trientes para obtener la energia necesaria para la vida, fun-
damentalmente en forma de ATP. En los cultivos celulares,
la, oxigenacion se consigue teniendo cuidado de no tapar
herméticamente los cultivos, mantener densidades celula-
res moderadas y de no utilizar cultivos estaticos de gran
volumen.

Las células animales estén adaptadas a crecer a la tempera-
tura del organismo al que pertenecen, existiendo diferen-
cias entre distintos tejidos. La temperatura del organismo
viene determinada por la relacion entre produccién y pérdi-
da. Las células animales se cultivan a la temperatura del
tejido al que pertenecen. El mantenimiento de una tempe-
ratura constante se lleva a cabo mediante termostatos en los
incubadores, existiendo varios disefios para evitar gradien-
tes de temperaturas: camisas de agua, circulacion forzada
de aire, situacidn de los termostatos, etcétera.

En el organismo existen sistemas redox consistentes en un
elemento que se oxida al ceder electrones a otro que se re-
duce. Muchas reacciones metabdlicas (fosforilacion oxidati-
va, transporte) y especialmente la estructura-actividad de
las proteinas (puentes disulfuro) dependen del potencial
redox. Al establecer cultivos celulares, se destruyen estos
equilibrios y, dado que el sistema esta en un ambiente oxi-
dante (oxigeno del aire), la tendencia del sistema es de un
desequilibrio hacia ese lado, por lo que a menudo se hace
necesario afadir al medio de cultivo una reserva suficiente
de compuestos reducteres (cistefna, glutation, betamercap-
toetanol).

Las células en el organismo no estén aisladas sino estrecha-
mente en contacto unas con otras formando tejidos. Todo el
conjunto actla como un substrato celular formado por las
mismas células y atravesado por capilares y venas a través
de las cuales se renueva el medio que las baia. Toda esta
estructura se deshace al efectuar una extraccién de células
con destino a un cultivo celular y ademds se les pone en

contacto con una superficie artificial, generalmente plasti-
co. Ello hace que no todas las células sean capaces de
adaptarse al nuevo substrato, ademds de que existen subs-
tratos txicos para determinados tipos celulares. La disocia-
¢ién de tejidos en suspensiones celulares requiere la rotura
de las uniones extracelulares. La eleccion del método de-
pende de la composicion del tejido. Puede ser simplemente
mecanica (tejidos blandos como el higado, medula dsea),
enzimdtica (tejidos duros como el musculo) o bien una com-
binacién de ambas. £ tratamiento enzimatico, generalmen-
te proteasas, destruye las conexiones intercelulares y deja
las células aisladas. El uso de EDTA como quelante de
Ca*t™ y Mg*™" también favorece la disociacién de tejidos.
Las diferencias de crecimiento que exhiben distintos tipos
de células en relacidn al substrato son caracteristicas de su
capacidad de proliferacion. Por ejemplo, las células deriva-
das de tejidos sanos de animales (cultivos primarios) no se
suelen multiplicar en suspensién, al contrario que las lineas
celulares bien establecidas que han adquirido un alto grado
de autonom(a, las células cancerosas y las células transfor-
madas por virus®.

Requetimientos nutritivos

Un nutriente es una sustancia que necesitan las células
para realizar sus funciones normales: crecimiento, metabo-
lismo, divisién celular o diferenciacién. Los principales re-
querimientos nutritivos de los cultivos celulares son esen-
cialmente los de una célula dentro del organismo: amino-
4cidos, purinas y pirimidinas, carbohidratos, lipidos, vita-
minas y coenzimas y sales®.

Los aminodcidos esenciales varfan con la especie y el teji-
do. Son principalmente arginina, cistina, glutamina, histi-
dina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptéfano, tirosina y valina. Y los no esenciales
son principalmente alanina, asparraguina, dcido aspartico,
acido glutdmico, glicina, prolinay serina. Se utilizan en cul-
tivos celulares a unas concentraciones de 0,01 a 4 mM. La
glutamina es generalmente el factor limitante del creci-
miento celular debido a que es inestable en el medio de
cultivo. Por ello, el medio comercial debe enriquecerse en
glutamina cuando se realiza un cultivo celular.

Las purinas y pirimidinas estédn formadas por una molécula
de aztcar, acido fosférico y una base nitrogenada. Son ne-
cesarias tanto en estado libre como para formar parte de
coenzimas y por ser los componentes esenciales de los aci-
dos nucleicos. Las células son capaces de sintetizarlas par-
tiendo de sus precursores, L-glutamina, L-dcido aspartico,
glicina y bicarbonato. Estos precursores, en combinacion
con el suero, mantienen muchos tipos de células en cultivo,
pero generalmente con purinas y pirimidinas se mejora el
crecimiento. Las purinas y pirimidinas que se utilizan para
cultivos celulares son: bases (adenina, guanina, hipoxanti-
na, xantina, uracilo, citosina, timina), nucieésidos (adeno-
sina, desoxiadenosina, guanosina, desoxiguanosina, citidi-
na, desoxicitidina, 5-metilcitidina, timidina, uridina), nu-
cledtidos (AMP,- ATP, UTP, 5-metil-CMP) y azldcares pre-
cursores. Se utilizan a unas concentraciones de 0,001 a
0,041 mM.

Los carbohidratos que necesita una célula en cultivo son
principalmente la D-glucosa, D-manosa, D-fructosa, D-
maltosa, D-galactosa, B-glucosa, glucosa-1-fosfato y
glucosa-6-fosfato. Los disacaridos (maltosa), pero no las
pentosas (lactosa y sacarosa), pueden sustituir a la D-
glucosa. La galactosa puede reemplazar a la glucosa en al-

tgunos medios de cultivo ya que reducen la cantidad de

acido lactico producido. Otras fuentes de energia son los
cetodcidos y los dcidos carboxilicos como el oxalacetato,

[63]
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malonato, carbamilfosfato, glutarato y el piruvato (el mas
utilizado). Se utilizan a concentraciones de 0,008 a 10
mM.
Los lipidos son necesarios para las células ya que forman
parte de la membrana y porque un considerable porcentaje
de la energla requerida se deriva de la oxidacion de los &ci-
dos grasos. Los fosfollpidos y el colesterol son los principa-
les constituyentes de Ias membranas Se utilizan a una con-
centracién de 3 x 10™% 0 1 x 1073 mM. Muchas células
de mamiferos en cultivo sintetizan lipidos a partir de sus-
tancias que no lo son para satisfacer sus necesidades, pero
normalmente los lipidos se incluyen en el medio de cultivo o
estan presentes en el suero. Las células de mamiferos no
pueden sintetizar ciertos acidos grasos insaturados (4cidos
grasos esenciales); éstos tienen que estar presentes en el
medio de cultivo o bien los obtienen del suero donde se
encuentran ligados a la albimina o a lipoproteinas. estos
acidos grasos son e} linoleico (18:2) y el araquidonico
(20:4),
Las vitaminas que necesita una célula en cuitivo son co-
lina, acetilcolina, 4cido félico, nicotinamida, &cido ni-
cotinico, dcido pantolémco coenz;maA pll’ldOXIl’la pirido-
xal, piridoxamina, piridoxal fosfato, r|boflavma flavin-mo-
nonucleo’udo flavin-adenindinucieétido, tiamina, tiamina-
“fosfato Y, cocarboxilasa. Se utilizan a concentraciones de
2 x 107%a 10 mM. El inositol y la vitamina B, que actuan
como coenzimas, no son requeridos para todas las Iineas.
La colina tiene un importante papel como donador de meti-
los. El Acido ascdrbico mantiene el potencial redox a un
nivel en el que las células llegan a estar estables en cultivo,
pero su inestabilidad a pH fisioldgico, debido a su répida
oxidacién (especialmente si no hay agentes reductores

como el glutatién), hace que muchos medios comerciales

no lo incluyan dentro de sus componentes.

Las sales son necesarias porque mantienen la osmolalidad y
se requieren para la actividad de algunas enzimas. Los me-
tales son necesarios para el crecimiento y el metabollsmo
celular. Las sales se utilizan a concentraciones de 1 x 107°

a 130 mM, con una osmolalidad total de unos 303 mQOsm.

A concentracmnes mayores | inhiben el crecimiento celular.
Los niveles dptimos de Na™ y K* regulan la captamon de
aminoécidos. Las concentraciones de KT y Ca?* afectan el
potencial de membrana. El bicarbonato se necesita como
tampon para regular el pH. Los metales intervienen en
pasos claves de las vias metabdlicas y son necesarios para el
crecimiento de todos los tipos celulares.

Actualmente existen muchos medios comerciales para el
cultivo de células, quimicamente definidos, pero no se ha
logrado una unificacién. Ello es debido a que aunque los
requerimientos basicos de nutrientes, aminodcidos, purinas
y pitimidinas, carbohidratos, |fpidos, vitaminas y coenzimas

y sales son, en general, comunes a todas las células, las

proporciones adecuadas de estos componentes y los reque-
rimiento de hormonas o metales son muy especificos. Los
medios de cultivo comerciales proporcionan todos estos re-
querimientos en las proporciones antes mencionadas para
tipos decélulas conocidos. Dado que es importante obtener
un medio libre de toxicidad, se hace necesario utilizar reac-
tivos de primera calidad, de gran pureza®.

Factores de crecimiento

“La mayorfa de los factores de crecimiento (tipo hormonal)
son protefnas producidas por tejidos especificos y vertidas a
la circulacién sanguinea u atros fluidos. Los factores de cre-
cimiento se encuentran en cantidades muy pequefias en el
suero, entre 1072y 107 por ciento de las prote/nas totales.

. Cada tejido, y por lo tanto sus células, esta bajo el control

de varias hormonas del organismo. Estas hormonas afectan
tanto el metabolismo como el crecimiento celular, de forma
que las actividades de los distintos fejido de un organismo
estan coordinadas. Al separar las células de los tejidos y del
organismo, esta coordinacion se interrumpe; sin embargo,
las céluias in vitro siguen exhibiendo requerimientos de tipo
hormonal para su normal funcionamiento y proliferacion.

Estos requerlmlentos in vitro han recibido el nombre de fac-
tores de crecimiento®. Todas las células animales parecen
necesitar los factores macromoleculares contenidos en el
suero para su multiplicacién in vitro. Muy pocas células son
capaces de crecer en ausencia de sueros y las que lo hacen
producen ellas mismas sus factores de crecimiento. Mas de
un factor de crecimiento es esencial para una proliferacion
6ptima en cultivos. Por ejemplo, el factor estimulador de
multiplicacién de fibroblastos es una familia de polipépti-
dos con pesos moleculares similares (10 K) y con diferentes
puntos isoeléctricos. Estos y otros factores similares (soma-
tomedinas) circulan en el suero ligados a proteinas de
mayor peso molecular. La unién especifica de las somato-
medinas a tos transportadores del suero depende a su vez de
otros factores de crecimiento. Por Gltimo, algunos factores
de crecimiento no son estimuladores cuando se usan solos,
pero se vuelven altamente efectivos cuando se utilizan junto
a otros, siendo su efecto mayor que el aditivo (sinergismo)’.
La complejidad de la composicién de! suero y la baja con-
centracidn a la que se encuentran los factores de crecimien-
to en él hace dificil su estudio y aislamiento. Por estas razo-
nes se sigue incluyendo un 5-20 % de suero indefinido en
los medios de cultivo a pesar de que la composicién del
suero es desconocida y varfa de preparacién en preparacion.

Dependienda de la especie, unos sueros son mejores que
otros para un determinado tipo de tejido celular pero ade-
mas dentro de una misma especie se encuentran variacio-
nes seglin la época del afio, la edad del animal, o el estado
fisiolégica, entre otras. La mejor fuente de factores de creci-
miento para cultivos celulares es el suero fetal de ternera,

que es rico en factores de crecimiento y pobre en contenido
de anticuerpos. El estudio y aislamiento de factores de.cre-
cimiento que permitan eliminar la necesidad de incluir sue-
ros en los medios de cultivo celular es-un tema actual de
investigacion desde hace varios afios®.

Defensa

Como resultado de los procesos metabdlicos oxidativos ob-
tenemos productos finales algunos de los cuales son toxicos
para las células. En cultivo se siguen produciendo estos me-
tabolitos, pero al contrario que en el organlsmo no existen
mecanismo detoxificadores. Por esta razén, el medio de cul-
tivo ha de cambiarse a menudo. En el organismo las células
estdn protegidas de compuestos extrafios y de infecciones
por el sistema inmune, asi como por una serie de estructu-
ras y mecanismos fisiolégicos (piel, mucosas, sudor, secre-
ciones antibacterianas y antifungicas). Nada de esto existe
en los cultivos celulares, donde es absolutamente necesario
mantener condiciones rigurosas de esterilidad, Entre las
medidas que se toman para mantener la esterilidad des-
tacan:

1) Uso de habitaciones de trabajo especialmente condicio-
nadas (aire filtrado, luz ultravioleta, presién positiva);

2) Uso de vitrinas con aire filtrado y protegidas de la respi-
racién del operador;

3) Material-estéril de un solo uso o bien esterilizable (calor,
filtracion, alcohol, radiacion);

4) Medios de cultivo f|ltrados por 0,2 um. Inclusion de an-
tibidticos en el medio de cultivo; y
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crecimiento y nutrientes, antibidticos para prevenir la contaminacion,

5)| Limpieza constante de camaras de incubacién y mate-
rial.

Los principales organismos contaminantes son:

1) Bacterias. Tienen gran capacidad de proliferacion, ge-
neralmente en 1 6 2 dias pueden destruir el cultivo. Se de-
tectan facilmente por la acidificacién del medio. Son sensi-
bles a gran cantidad de antibiéticos que no perjudican a las
células.

2) Virus. Sus efectos son més dificiles de detectar y no son
sensibles a antibidticos, La tinica proteccion es utilizar una
buena técnica estéril.

3) Micoplasmas. Sus efectos pasan en muchos casos total-
mente inadvertidos y no suelen ser sensibles a antibiéticos.
La unica proteccién es utilizar una buena técnica estéril y
efectuar pruebas periddicas para asegurarse de su au-
sencia.

4) Hongos y levaduras. Sus efectos son visibles facilmente
bien por las hifas que desarrollan o las colonias de répida
proliferacién, respectivamente. Son sensibles a algunos an-
tibidticos aunque su uso estd restringido ya que suelen
perjudicar a las células.

Fig. 1. Esquema de utilizacidn de los medios y técnicas para cultivos celulares, Para obtener el medio de cultivo completo se comienza mezclando los
componentes puros en las debidas proporciones segtin el medio. El resultado son los medios en polve o concentrados que generalmente son comerclales y €s la
forma de almacenamiento. A éstos se les afade aditivos en el momento de comenzar el cultivo, Los aditivos son el suero como fuente de factores de
tampones de pH, glutamina y agentes reductores. El cultivo puede hacerse en medio
semisdlido a poca densidad celular (clonaje) utilizando agar, fibrina o metilcelulosa,
realizacién del cultivo puede hacerse mediante varias técnicas, como: tubo, cdpsula de Petri, botellas, microcultivos, agitacion,
microtransportadores (microcarriers). Para cada aplicacion habria que seleccionar el método mas adecuado. La técnica de microtransportadores combina la de
monocapa y la de suspensidn y parece ser la que puede llegar a densidades celulares mayores. i

en monocapa a densidades medias 0 en suspensidn a densidades altas. La
botellas rodantes (roller) y

Tipos de cultivos

Los principales tipos de técnicas para cultivos celulares ani-
males (fig. 1) son tres: en medios semisélidos, en monoca-
pa y én suspensidn.

Los cultivos en medios semisélidos se hacen principalmen-
te en agar, en coagulos de fibrinogenotrombina  (general-
mente utilizando plasma) o en metilcelulosa. En todos los
casos el objetivo es producir una suspension celular que en
un momento, bien por enfriamiento (agar), por reacciones
enziméaticas (codgulo) o por naturaleza (metilcelulosa),
constituya un entramado molecular en &l que las células
queden fijas, De esta forma es posible analizar la progenie
de cada una de las células individuales o clona, El analisis
clonal (nimero de colonias, tipos de colonias, tamafio de
colonias) es un método poderoso para estudios basicos
sobre crecimiento y diferenciacion celular, ensayos hormo-
nales y estudio de efectos téxicos!®?, El agar (0,3 %)
suele ser téxico para la mayorfa de los cultives primarios,
siendo una caracteristica.comun de las células transforma-
das su capacidad para formar colonias en agar. Para-culti-
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Fig. 2. Esquema de algunas aplicaciones de los cultivos celulares animales. Excepto para los estudios bdsicos, para todas estas aplicaciones se emplean lineas
celulares establecidas. Las principales aplicaciones de los cultivos celulares animales se han dividido en 6 apartados: 1) hibridos celulares; 2) diagndstico; 3)
propagacidn de virus y micoplasmas; 4) efectos tdxicos; 5) estudios bdsicos, y 6) produccidn de sustancias. ‘

vos primarios pueden utilizarse los codgulos o la metilcelu-
losa, entre otros. Las densidades celulares que se utilizan
para estos métodos son pequefias.

Los cultivos en monocapa se hacen en superficies de plasti-
co no tdxico (placas de Petri, botellas, botellas rodantes,
microtransportadores). No todos los tipos celulares se ad-
hieren a las superficies, siendo los mas corrientes en este
tipo de cultivo los fibroblastos. Las densidades celulares
gue se obtienen por este método vienen determinadas por la
superficie utilizable (inhibicién del crecimiento por contac-
to). Su principal ventaja es la facilidad del cambio de medio
sin-mads que verter y reponer el medio, debido a que las
células permanecen-adheridas a las superficies.

Los cultivos en suspensién pueden hacerse por varios méto-
- dos (fig. 1). No fodos los tipos celulares se adaptan a este
tipo de cultivo. La utilizacién de microtransportadores, pe-
quefias esferas donde se adhieren las células, permite una
técnica de cultivo intermedia entre los cultivos en monoca-
pa y en suspension. Desde el punto de vista de la movilidad
del medio de cultivo, pueden ser continuos o discontinuos.
Un cultivo continuo (perfusién) es aquél en el que ei medio
fresco entra constantemente al cultivo y el medio utiliza-
do sale. Los cultivos discontinuos utilizan un mismo medio
por un tiempo hasta que las células hacen disminuir los
nutrientes y se acumulan en el medio productos catabdli-

cos. Alcanzado este punto se cambia el medio de cultivo.
Seglin el recipiente donde se lleve a cabo el cultivo, éste
puede ser: en tubo (5-10 ml), en Petri (1-20 mi), en micro-
cultivos (10-100 pl), en botellas con agitacién (varios li-
tros), en botellas rodantes (varios litros), que son botellas
que se mantienen con giro lateral, y microtransportadores
(varios litros), que utilizan pequefas bolitas de materiales
inocuos donde se adhieren las células, consiguiéndose de
esta manera cultivos en monocapa-suspensién que alcan-
zan grandes densidades y productividad.

La utilizacién de una u otra técnica de cultivo depende de la
aplicacién concreta para la-cual se esté utilizando. A modo
de ejemplo, mientras que los microcultivos se utilizan fre-
cuentemente para estudios bésicos en l0s que se necesita
efectuar gran nimero de experimentos con el minimo coste
y el maximo control de variables, los cultivos en suspensién
tales como botellas rodarites o microtransportadores se uti-
lizan cuando lo que se quiere obtener es un gran numero de
células par ejemplo para produccién de virus, hormonas o
para {levar a cabo estudios bioquimicos*2, por ejemplo.

Aplicaciones de los cultivos celulares

Las aplicaciones de los cultivos celulares se han agrupado
en las siguientes categorias (fig. 2): hibridos celulares,
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diagndstico, propagacion de virus y micoplasmas, efectos
téxicos, estudios basicos y produccion de sustancias!?'3,

La fusion de dos células procedentes de distintos tejidos y
aun de dos especies diferentes da origen a hibridos celula-
res que manifiestan caracteristicas de ambos tipos celula-
res. Los hibridos celulares se han utilizado para estudios de
genética, localizacion cromosdmica, control, expresién de
genes, estudios de diferenciacidn y desdiferenciacion y tec-
nologia de hibridomas: anticuerpos monoclonales. Utilizan-
do esta técnica se han podido realizar estudios de genética
en organismos pluricelulares que de otra manera no hubie-
ran sido posibles debido a las dificultades de reproduccién
y analisis de la progenie de los métodos de la genética clasi-
ca. Ha sido posible la localizacién de los genes en los cro-
mosomas debido a que los hibridos van perdiendo cromoso-
mas y funciones al azar. Esta aplicacién de los cultivos celu-
lares es muy actual dada la naciente tecnologia de los hibri-
domas, principalmente en cuanto a la produccién de anti-
cuerpos monoclonales. £n este método se selecionan hibri-
dos a partir de mielomas (células cancerosas productoras
de anticuerpos y capaces de propagarse in vitro e in vivo
indefinidamente) y linfocitos (células normales estimuladas
a fabricar un anticuerpo definido y que son incapaces de
propagarse). Los hibridos que se seleccionan son aquellos
capaces de propagarse y que ademas producen el anticuer-
po deseado. Las aplicaciones de esta técnica a largo plazo
se prevee que revolucionaran el campo de la terapéutica, ya
que abren |a posibilidad real del tratamiento del cancer de-
bido a su alta especificidad. Actualmente se esté utilizando
esta técnica en diagnésticos clinicos y para purificacién de
proteinas que se encuentran en muy bajas concentraciones
en los liquidos de origen (hormonas, interferon)® 4.

El diagndstico utilizando cultivos celulares se ha aplicado a
la diferenciacion de tumores, enfermedades genéticas, ano-
mallias prenatales en el embrién humano, ensayos hormona-
les, ensayos terapéuticos y observacién de anormalidades
cromosomicas. La mayor o menor malignidad de las células
procedentes de un tumor es generalmente proporcional a su
muitiplicacién y propagacién en el medio de cultivo y por lo
tanto es una caracteristica que puede utilizarse para ayudar
al diagnostico. Se han realizado estudios sobre el comporta-
miento de células malignas y normales y una de las diferen-
cias observadas in vitro es que el crecimiento de células
malignas no se detiene, mientras que el crecimiento de cé-
lulas normales es inhibido por contacto con otras células.
Los cultivos celulares sirven para detectar diversas enferme-
dades genéticas como la citrulinemia, el sindrome de Hurler
o la galactosemia. La deteccidn prenatal de desdrdenes ge-
néticos por el analisis de cultivos de células fetales obteni-
das de los liguidos internos (amnios) se utiliza para detectar
prematuramente posibles anomalias metabélicas que pue-
den ser corregidas si su diagndstico se hace durante el em-
barazo. La capacidad de los cultivos celulares de respuesta
a pequefas concentraciones de hormonas, a menudo no de-
tectables por ningtin otro método, los hace susceptibles de
ser utilizados como un ensayo hormonal. Asimismo, pueden
utilizarse los cultivos celulares para ensayos de productos
terapéuticos y como método de obtencidn de células en las
gue facilmente se puedan analizar los cromosomas. En ge-
neral, el usc de los cultivos celulares como método de diag-
néstico requiere de una mejor estandarizacién y caracteriza-
cién de los cultivos, asi como el establecimiento de criterios
definidos para un diagndstico mas exacto.

Debido a que los virus y micoplasmas sdlo pueden multipli-
carse en tejidos vivos, uno de los métodos para su propaga-
cién son los cultivos celulares. Este método tiene la ventaja
del mayor control y reproductibilidad a la que puede some-
terse todo el proceso. Se utilizan lineas celulares suscepti-

bles a la infeccidn y cultivos en masa. La multiplicacion de
los virus y micoplasmas en las células cultivadas se ha
usado principalmente para su aislamiento y ensayo, diag-
nostico y obtencidn en cantidad para vacunas. Es facilmen-
te observable el efecto destructivo o citopatogénico que se
produce en las células por infeccion con virus, Este efecto
puede ser eliminado por anticuerpos proporcionando una
prueba de neutralizacion. Muchos virus pueden detectarse y
neutralizarse usando esta técnica y asi se han aislado un
gran numero de virus, El uso de los cultivos celulares en
diagndstico sirve para demostrar la presencia del virus y de-
tectar anticuerpos en el suero de los pacientes. El mas
comun de los métodos empleado es el cultivo celular en
monocapa. Los cultivos primarios o secundarios mantienen
el nimero diploide de cromosomas, lo que los hace particu-
larmente susceptibles a ciertos virus. Los cultivos celulares
continuos presentan la ventaja de poder ser subcultivados
indefinidamente, pero durante la transformacion que sufren
las células el nimero de cromosomas se hace anormal y la
susceptibilidad a ciertos virus disminuye. Por dltimo, se
han conseguido cultivos celulares semicontinuos gue son
lineas continuas que mantienen el nimero de cromosomas
diploide. Una de las mayores aplicaciones de los cultivos
celulares animales es su utilizacion como substrato para la
multiplicacién de virus con el obletivo final de producir va-
cunas, es decir, virus atenuados’?.

Debido al estrecho control de las variables a las que pueden
someterse las células en cultivo, comparado con otras for-
mas de efectuar pruebas, este método se ha utilizado para
demostrar efectos téxicos de drogas, antibidticos, posibles
cancerigenos, aditivos en alimentacién, mutagenésis v
efecto de radiaciones.

Los cultivos celulares permiten obtener cantidades sufi-
cientes de poblaciones de células homogéneas de manera
reproducible, por lo que se pueden utilizar como modelos
en el estudio de los mecanismos celulares. A modo de ejem-
plo pueden citarse estudios sobre metabolismo celular, con-
trol del crecimiento, estudios sobre los mecanismos mole-
culares de la diferenciacion, requerimientos nutritivos, ana-
lisis clonal de los descendientes individuales de cada célu-
la, estudio de células tumorales, efectos y aislamiento de
virus y numerosos estudios hioquimicos. El problema prin-
cipal de estos estudios es su extrapolacién a los fendmenos
in vivo. Por otra parte, los cultivos primarios, los mas cerca-
nos al fendmeno natural, no permiten obtener suficiente nu-
mero de células para estudios bésicos. Una forma.de con-
trarrestar este problema es la de transformar los cultivos
primarios con virus sensibles a la temperatura. Segin este
método, las células del cultivo primario transformadas se
pueden obtener en cantidad. Una vez hecho esto se cambia
el cultivo a una temperatura en la que el virus no es activo y
las células revierten al estado normal permitiendo un anali-
sis més préximo al estado in vivo>*C,

Los cultivos celulares han supuesto un poderoso método
para el -estudio de produccion de hormonas y en la expresion
de las funciones especificas de las células que las produ-
cen. Es de gran interés el uso potencial de los cultivos celu-
lares en la obtencidn de productos de valor farmacéutico y
medicinal; de este modo se han obtenido la hormona de
crecimiento y prolactina, 1a hormona coridnica y la hormona
paratiroidea, También es tedricamente posible que el inter-
ferén humano pueda ser producido por cultivos celulares y
procesado para uso clinico, si bien su produccién es muy
costosa,

El campo de la produccion hormonal mediante cultivos ce-
lulares parece que va a ser desbancado por el uso de las
modemas técnicas conocidas por ingenierfa genética's,
Ahora bien, existen todavia muchos problemas con sustan-
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cias complejas (glucoproteinas) y con elementos cuya ela-
boracién requiere la actuacion de un tédndem de genes, por
lo que la mejora de la técnica de los cultivos celulares
puede ser la clave de la produccion comercial de muchas
sustancias.
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