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Sesién 1. Descongelacion de lineas celulares y estudio preliminar del cultivo.

El objetivo de esta practica es la descongelacién de un microtubo con células de
una linea celular. Este material sera evaluado en términos de viabilidad y sembrado en
un frasco de cultivo, el cual proporcionard material para sesiones posteriores.
Igualmente se preparara el material necesario para que en la sesion siguiente, se pueda
comprobar la ausencia de micoplasmas en las células del cultivo.

Para la realizacion de las précticas comprendidas en esta asignatura contamos
con diverso material biolégico adquirido de colecciones acreditadas a nivel
internacional (ATCC y ECACC). Para esta sesion se elegira un cultivo en monocapa.

El alumno/a debera anotar toda la informacion en su cuaderno/guia de précticas.

El medio de cultivo a utilizar serd el recomendado por el laboratorio de
procedencia, 0 segun la informacién procedente de experiencias previas. En cualquier
caso, siempre utilizaremos de forma preventiva una combinacién de antibi6ticos
(penicilina/estreptomicina).

Antes de iniciar cualquier operacion se acondicionard el puesto de trabajo
(cabina de seguridad biol6gica) mediante limpieza con alcohol 70% y flujo continuo de
aire durante al menos 10 minutos.

Descongelacion de criotubos. La manipulacion del material mientras que éste se
encuentre en nitrogeno liquido correra a cargo EXCLUSIVAMENTE del profesor de la
asignatura.
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Una vez que los criotubos estén fuera del depdsito de nitrdgeno liquido serén
transportados de forma inmediata a un bafio térmico a +37°C, procurando que la parte
superior no quede sumergida en el mismo. Cuando su contenido se encuentre en estado
liquido (3-4 minutos), se procesara en la cabina de flujo siguiendo una de las dos pautas
siguientes.

Alternativa 1. Tomar una alicuota (100 pl) y llevarla a un microtubo,
adicionando otros 100 pl de azul tripan. Homogeneizar la mezcla y comprobar el
porcentaje de células vivas en cadmara de recuento (hemocitometro). Si el porcentaje de
celulas vivas es superior al 80 %, con una pipeta Pasteur recogeremos todo el contenido
del criotubo y lo llevaremos a un frasco de cultivo de 25 cm?. Para terminar se afiadira 5
ml de medio de cultivo.

viabilidad > 80% viabilidad < 80%
- DESECHAR
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Alternativa 2: tomar con pipeta Pasteur todo el contenido del criotubo e
introducirlo en tubo de centrifuga, enrasando en 15 ml con medio de cultivo fresco.
Centrifugar a 1.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Eliminar el
sobrenadante mediante pipeta Pasteur. Resuspender el sedimento en 2 ml de medio de
cultivo fresco. Tomar una alicuota (100 pl) y llevarla a un microtubo, adicionando otros
100 pl de azul tripan. Homogeneizar la mezcla y comprobar el porcentaje de células
vivas en cdmara hemocitométrica. Si el porcentaje de células vivas es superior al 80%,
con una pipeta Pasteur se recogera toda la suspension celular y se procedera igual a lo
indicado en el caso anterior.

2000 rpm
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0.100mm

i 0.0025 mm?

MEDIO DE
CULTIVO

Una vez que las células estén en el frasco de cultivo, se comprobaré el resultado
de la siembra mediante observacion en un microscopio de contraste de fase.

En el caso de haber optado por la primera alternativa, se procedera al cambio de
medio de cultivo una vez trascurridas 24 horas tras la siembra. En el segundo caso, el
primer cambio de medio se realizara a las 48 horas tras la siembra.
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Estudio de viabilidad celular: azul tripan y citometria de flujo.

1.- Tincion con azul tripan. Se realizara cuando se realice descongelacion de
criotubos y también en el subcultivo (sesidén 5). La viabilidad se estudiard mediante la
tincién de las células muertas con el colorante azul tripan. Se contard el nimero de
celulas vivas y muertas en los 4 cuadrantes de la cAmara de Neubauer, calculandose la
media y los porcentajes correspondientes.

N=n.v.fd siendo

N = namero total de células por mi

namero de células por cuadrante (media aritmética de los cuatro cuadrantes)
= conversion del volumen de la cdmara a ml

fd = factor de dilucion de la muestra en el colorante (azul tripan)

< S
1

NOTA: las medidas de cada cuadrante de la cAmara de Neubauer son 1 mm de
lado y 0,1 mm de altura.

2.- Viabilidad celular por citometria de flujo. EI nimero de células que vamos a
necesitar para realizar correctamente este estudio de viabilidad ser4 de al menos 10°
células. Dichas células seran introducidas en un tubo de citometria, en un volumen final
de 1 ml de tampon fosfato (PBS). A esta mezcla se le adicionara 10 pl de ioduro de
propidio a una concentracion de 400 ug/ml, (Ca7H34Nsl,), dejdndose en oscuridad y
temperatura ambiente durante 15-20 minutos. El ioduro de propidio es el fluorocromo
utilizado para tefiir la muestra. Es el més usado pues se une a los &cidos nucleicos de
doble cadena y emite fluorescencia rojo-anaranjada. Este colorante SOLO SE
MANIPULARA EN CABINA DE SEGURIDAD BIOLOGICA, y los materiales con
los que contacte serdn eliminados al contenedor especifico para este reactivo
(contenedor rojo del laboratorio de citometria). El software del equipo proporciona el
porcentaje de células marcadas con el fluorocromo (muertas).

Preparacién de placas para estudio de ausencia de micoplasmas. El citoplasma
de las células debe quedar bien extendido para ser visualizado al maximo. Para ello
tomaremos una muestra de aproximadamente 5.000 células y las sembraremos en una
placa de petri de 2.5 cm de diametro con medio de cultivo suplementado con SFB. Esta
se llevara a incubacion a +37°C, 90% de humedad relativa y 5% de CO,, dejando que
las células crezcan durante aproximadamente 24-48 horas. La tincion selectiva de ADN,
base de esta técnica, se realizara en la sesion 2.

Crioconservacion. Para la conservacion de células el procedimiento a seguir sera
el mismo que el descrito para el subcultivo, con la salvedad de que los frascos seran
utilizados cuando el cultivo se encuentre en fase exponencial de crecimiento (antes de
alcanzar la confluencia). Una vez tripsinizadas, centrifugadas y conocido el nimero
total de células, el volumen final se ajustara a una concentracion de 1-2 x 10°
células/ml, y se distribuird en criotubos en un volumen final de 1.8 ml en el que se
incluird el 10% (v/v) de DMSO como agente crioprotector. A partir de aqui se pasaran
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los tubos a un deposito con propilenglicol y posteriormente los introduciran en un
congelador a -80°C. Una vez alcanzada esta temperatura, los microtubos seran

finalmente almacenados en nitrogeno liquido (-196°C).



Universidad de Murcia
Grupo de Investigacion E008-12 Toxicologia

Descongelacion

Lineacelular...........cooooiiiiiii e,
Células viables (% y técnica utilizada).....................

Preparacion de cultivo para estudio de ausencia de micoplasma

Linea celular.......oouoeeie e e e
NUmero de células sembradas............cooveivieenn. ..

Dibuje y describa la imagen de la siembra inmediatamente después de la misma:




