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= | cultivo de células animales es
= na de las herramientas alter-

e Nativas y vanguardistas més
empleadas en investigacion, produc-
cibén biotecnoldgica y biofarmacéuti-
ca en la actualidad. Se definen como
una herramienta alternativa, en la
medida en que se evita el uso de
animales experimentales, simulando,
con ciertas restricciones, la respues-
ta del tejido vivo. Es una técnica que
consiste en el aislamiento de célu-
las extraidas de un tejido de interés,
para colocarlas en un ambiente ar-
tificial de crecimiento propicio para
su supervivencia y multiplicacion.
Este medio artificial debe proveer
las condiciones para que las células
mantengan todas sus funciones me-
tabdlicas de manera semejante a las
que tenian en el organismo original.
Son medios enriquecidos, como los
alimentos que se ingieren en la die-
ta diaria, con vitaminas, minerales,
iones, carbohidratos, lipidos y pro-
telnas. Por tanto, dentro de los re-
querimientos fisicoquimicos y biolé-
gicos se cuentan: la composicién en
aminodcidos, sales, azlcares, iones
y factores de crecimiento, asi como
pH y temperatura, entre los mas im-
portantes.

Los cultivos celulares, como mo-
delo para la investigacién, pueden
mantenerse en el laboratorio, en dife-
rentes tipos de crecimiento, tenien-
do en cuenta el origen y la funcién de
las células originales. Pueden crecer
adheridas sobre alguna superficie
formando una capa continua de cé-
lulas; a este tipo de crecimiento se le
denomina crecimiento en monocapa;
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mientras que otras células, por ejem-
plo, de origen sanguineo, crecen en
cultivos denominados en suspensién.
Cada uno de estos cultivos tienen
multiples aplicaciones, entre las que
se incluyen: investigacion con células
madre, céncer, produccién de anti-
cuerpos monoclonales, medicina re-
generativa, producciéon de proteinas
terapéuticas, entre otras.

¢Hace cuanto se conoce
sobre los cultivos
de células animales?

La técnica de cultivo de células ani-
males tiene su origen siglo XIX. A par-
tir del aislamiento de células prove-
nientes de anfibios, Rechlinhausen,
en 1866, logré mantenerlas viables
en cultivos in vitro, para los cuales
el sustrato que garantizd la sobre-
vivencia celular consistia de plasma
sanguineo. En los inicios del siglo
XX, otros investigadores interesa-
dos en estudiar las células del sis-
tema nervioso optaron por extraer
fragmentos de fibras nerviosas de
ranas, las cuales lograron conservar
vivas con el objetivo de monitorear
su desarrollo (Harrison, Greenman,
Mall y Jackson, 1907). El desarrollo
de estos experimentos involucrd
errores y aciertos, adicionales al
perfeccionamiento de extraccién de
tejidos y de células, pasando por su-
perar, en muchas ocasiones, los fra-
casos atribuidos a la contaminacién
por hongos y por bacterias, puesto
que para inicios del siglo XX no se
habian descubierto los antibiéticos.
Es asi como se convierte en un reto
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cientifico y de gran importancia la ge-
neracién de medios de cultivo que
permitan prolongar la vida de las cé-
lulas aisladas de organismos y de
tejidos originales, asi como estan-
darizar las técnicas que aseguraran
asepsia para evitar perder las célu-
las por contaminacion.

Son varios los investigadores
que asumieron este desafio. Entre
ellos se encuentra Carrel, quien en
1912 utilizd medios de cultivo com-
plejos que contenfan plasma diluido
con diferentes soluciones de sales,
logrando mantener las células via-
bles en cultivos de laboratorio du-
rante varios meses, y a lo que més
adelante se denomind un cultivo
continuo por su larga duracién y por
permitir procesos de division celu-
lar (Carrel, 1912). En el mismo afo,

Cultivos

Glacer y Chapman estudiaron la pro-
gresién de una enfermedad en cul-
tivos de hemocitos y Goldschmidt,
en 1915, en el Instituto de Biologia
Kaiser Wilhelm, tomd espermatocitos
de Cecropia para estudiar el desarro-
llo de los espermatozoides (Glaser
y Chapman, 1912; Goldschmidt &
Kaiser Wilhelm Institut fur Biologie,
1915), resultados que en su época
eran limitados por las condiciones
de asepsia, pero que evidenciaban
el futuro promisorio que tendrian los
cultivos celulares como técnica para
el estudio del funcionamiento de los
seres vivos desde una perspectiva
microscopica.

De manera paralela a estos es-
tudios, surgié una serie de inno-
vaciones para la obtencién de cul-
tivos celulares. A partir del estudio
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de los componentes bioldégicos que
mantienen a las células unidas para
formar tejidos y que favorecen los
procesos de comunicacién intercelu-
lar, se incluyeron técnicas que utili-
zan enzimas encargadas de destruir
esas conexiones entre las células,
como la denominada tripsinizacién,
técnica ampliamente utilizada hoy
en dia.

En 1916, Rous y Jones demostra-
ron que una solucién de tripsina al
3% es dptima para obtener una sus-
pensién de células separadas unas
de otras, las cuales posteriormente
pueden ser sembradas en frascos
con medios de cultivo enriquecidos
y dar origen a nuevos cultivos celula-
res (Rous y Jones, 1916). Actualmen-
te, esta es una de las maneras por
medio de las cuales, cuando hay mu-
chas células en un frasco de cultivo,
se pueden generar nuevos cultivos y
garantizar la sobrevivencia celular al
adicionar méas medio y garantizar ali-
mento para todas las células.

Después del descubrimiento de
los antibidticos, uno de los logros
mas importantes del siglo pasado,
durante la década de los veinte con
el cientifico britanico Alexander Fle-
ming, es que el avance en esta téc-
nica de estudio se consolida. El uso
de antibiéticos como la estreptomi-
cina en 1948 por Keilovd, sobre cul-
tivos celulares procedentes de ex-
plantes (partes de tejido y células)
de corazén, aorta y hueso frontal,
demostré su utilidad para obtener
cultivos libres de microorganismos
bacterianos, con baja toxicidad para
las células (Keilova, 1948).
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Posteriormente, el desarrollo
de medios de cultivo quimicamen-
te definidos demostrd, de manera
exitosa, que el aislamiento y la pro-
pagacién de células de diferentes
origenes era posible. Por ejemplo, el
crecimiento de células de céncer de
diferentes tejidos, como el del car-
cinoma epidermoide de la cavidad
bucal, se dio en un medio de cultivo
que habia sido estandarizado y em-
pleado exclusivamente para otras
células. Este hallazgo dio lugar en
1955 a la produccién de diferentes
medios de cultivo, con caracteris-
ticas nutricionales y quimicas dife-
rentes, que pueden ser utilizadas
para el crecimiento de células de
diversa procedencia (Eagle, 1955).

Algunos retos

Uno de los principales retos que
enfrentaron los primeros investi-
gadores que establecieron cultivos
celulares fue el mantenimiento por
amplios intervalos de tiempo de cé-
lulas animales en cultivo artificial.
Este reto fue superado parcialmen-
te en 1943 por el grupo de investi-
gacién de Earle, quienes mediante la
exposicién de células de fibroblastos
(figura 1) a un agente mutagénico lo-
graron prolongar la vida de las célu-
las en el laboratorio por un tiempo
de 406 dias (Earle et al., 1943).

Este resultado evidencié que
con las condiciones adecuadas de
nutrientes y de asepsia asociadas
a la adicién de antibiéticos, se po-
dia prolongar el tiempo de vida de
las células. Otro reto consistid en
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el uso de los cultivos celulares para
el estudio de enfermedades; es asi
como en 1949 el equipo de Enders
fue el primero en propagar el virus
de poliomielitis en diferentes teji-
dos humanos (Enders, Weller y Rob-
bins, 1949), estudio que llevd a que

en 1952 se generara la primera linea
celular de origen humano, a la cual
denominaron Hela, nombre asocia-
do con la paciente de la cual fue-
ron extraldas las células de céncer
de cuello uterino, llamada Henrietta
Lacks, en 1951 (Gey, 1952).

Figura 1. Micrografia de fibroblastos provenientes de cultivo primario de nervio cidtico de ratén

de la cepa ICR, se removid el tejido perineural y se cultivaron fibroblastos y células de Schwann

> Fuente: elaboracién propia.

La linea celular se refiere a cé-
lulas que permanecen en divisién
continua durante todo el tiempo que
se mantengan en cultivo, sin morir
y manteniendo sus caracteristicas
fisicas y de requerimientos de nu-
trientes relativamente estables. Esto
permite desarrollar investigaciones
durante largos periodos de tiempo,
manteniendo las células con carac-
teristicas idénticas por meses o afios.
Hasta el momento se evidenciaban

grandes esfuerzos para crear un
entorno in vitro adecuado para la
propagacion de las células, y més
aldn de aquellas provenientes de ori-
gen tumoral, fundamentales para los
estudios de los diferentes tipos de
céncer. Estos cultivos son insumo
fundamental para determinar el tra-
tamiento que posiblemente puedan
ser la solucién a la enfermedad, o
que aporte en el mejoramiento de la
calidad de vida de los pacientes.
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Figura 2. Eventos historicos claves para el desarrollo de la técnica de cultivo de células animales
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Implementacion
de la técnica de
anticuerpos
monoclonales

Durante la década de los se-
tenta se establecieron més de una
docena de nuevas lineas celulares
provenientes de diferentes tumores,
como sarcomas, melanomas, carci-
nomas y tumores cerebrales, me-
diante la utilizacién de técnicas de
separacién celular como los explan-
tes y la tripsinizacion. A partir de es-
tos avances se favorecié y amplié la
investigacién para el tratamiento de
esta grave enfermedad.

Desde 1960, y gracias a la ge-
neracion de cultivos celulares como
modelo de investigacion, se utiliza-
ron técnicas de fusién celular para
realizar estudios genéticos que per-
mitieran analizar diferencias entre
especies animales, estudios reali-
zados por Barski, Sorieul y Cornefet
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(1960) que también incluian a los
seres humanos. En relacién con el
cultivo de células provenientes de
insectos, uno de los grandes inves-
tigadores fue Schneider, quien en
1972 establecio el cultivo de células
provenientes de Drosophila mela-
nogaster que sobrevivieron durante
mas de un afo (Schneider, 1972) en
un medio de cultivo que emulaba
los componentes de la hemolinfa
(sangre) de los insectos. A media-
dos de los setenta, Kohler y Milstein
(1975) implementaron la produccién
de anticuerpos monoclonales en li-
neas celulares. El desarrollo de esta
técnica abrié una nueva posibilidad
para la utilizacién de este tipo de
cultivos en estudios de indole inmu-
nolégica.
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Figura 3. Esquema general de la metodologia para la obtencion de un cultivo celular primario
en suspension o en monocapa

Diseccién del tejido

Digestién enzimética

Cultivo celular suspensién

Durante las décadas de los
ochenta y noventa, los cultivos de
células fueron cominmente utiliza-
dos para diferentes estudios como:
fisiologia de los insectos, biologfa
del desarrollo, patologias y biologia
molecular, estudios de identificacién
genética, aislamiento de mutantes y
multiplicacién in vitro de virus (Kuno
et al, 1985), co-cultivos para estu-
dios de parasitologia y preparacién
de antigenos (figura 2).

Cultivo celular monocapa

Un acercamiento a la
clasificacion de los cultivos
celulares

Los cultivos de células animales se
han clasificado de acuerdo con su
capacidad de adherirse a la superfi-
cie de una caja de cultivo, formando
lo que se ha denominado una mono-
capa, porque crece una célula se-
guida de otra y de otra mas, en una
sola capa, o en suspensién, cuando
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no se adhieren a ninguna superficie,
sino que permanecen dispersas en el
medio de cultivo, caracteristica aso-
ciada con el tipo de tejido del cual
provienen.

Por lo general, las células ob-
tenidas a partir de érganos crecen
en monocapa Y las provenientes de
la sangre contindan en suspension.
También existen células que pue-
den crecer indistintamente, tanto en
monocapa como en suspensién, por
ejemplo, las células Hela. Ademés de
la manera en que crecen las células,
en monocapa o en suspension, se en-
cuentra una clasificacion dependien-
te de si se trata de un cultivo obteni-
do directamente del tejido u érgano,
o si ya ha tenido subcultivos, me-
diante disgregacién mecénica (por
desprendimiento fisico) o enzimética
(con tripsina), a lo que se denomina
pases, o si ya se trata de células con
crecimiento continuo e indefinido. Es
asi que, teniendo en cuenta lo antes
descrito, se distinguen tres tipos
principales de cultivos celulares:

e Cultivos primarios: cuando las cé-
lulas han sido obtenidas a par-
tir de érganos o tejidos de un
ser vivo. Para obtener este tipo
de cultivo se utilizan sustancias
quimicas o cortes mecénicos con
bisturi (digestién enziméatica vy
disgregacién mecénica, figura 3);
las células estén vivas y pueden
ser trasferidas a un recipiente
para formar un cultivo secundario.

o Cultivos secundarios: las células
crecen en monocapa y manifies-
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tan caracteristicas propias de su

origen. Por ejemplo, los fibroblas-
tos (células que producen fibras)
generarédn colageno; células del
sistema nervioso responden a un
impulso eléctrico; los macréfagos
(células de defensa del sistema in-
mune) fagocitan microorganismos.

e Lineas celulares: constituido por
aquellas células que estén en ca-
pacidad de sobrevivir, proliferar
y crecer indefinidamente, fruto
de procesos de cambio en su ge-
noma y adaptacién a un medio
de cultivo artificial.

Algunas aplicaciones
y perspectivas

Los cultivos celulares han sido em-
pleados por la industria farmacéuti-
ca para producir proteinas recombi-
nantes con caracteristicas similares
a las producidas por los humanos.
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Desde enero de 2008 hasta junio de
20M, la Administracién de Drogas y
Alimentos (FDA, por sus siglas en in-
glés Food and Drug Administration)
aprobd 18 proteinas recombinantes
fabricadas en células y animales, lo
que ha significado mayor produc-
ciény, por ende, mayores beneficios
econdémicos para la industria biofar-
macéutica.

En la practica médica, el uso de
cultivos celulares para el reemplazo
de tejidos naturales como piel, hue-
so, cartilagos tiene una amplia uti-
lidad, sobre todo cuando provienen
del mismo paciente (células autdlo-
gas) que no producen un rechazo
inmunolégico; un ejemplo de ello es
la reparacion de tejido dseo a partir
de células de crecimiento autélogo
donde se han observado procesos
de reparacién del tejido, de acuerdo
con los resultados de varias investi-
gaciones realizadas (Ye, Das, Triffitt
y Cui, 2006)

Otra de las aplicaciones co-
rresponde al uso de cultivos celula-
res para la produccién de vacunas,
el cual ha crecido debido a la faci-
lidad de produccién con respecto a
los métodos convencionales como
el uso de huevos de gallinas ya fe-
cundados. Ejemplo de ello son las
células vero (células de rindn), am-
pliamente usadas, que demuestran
su gran utilidad para la produccién
de estos compuestos a gran escala.
Los estudios de Ehrlich et al. (2008),
en células vero infectadas con el vi-
rus completo de la influenza huma-
na H5N1 (cepa patogénica de la gri-
pa aviar), mostraron su utilidad para

producir una vacuna Util para este
tipo de virus pandémico.

Més recientemente, investiga-
ciones realizadas por el grupo de
Hoeksema et al. (2018), sobre célu-
las vero modificadas genéticamente,
las presentan como una alternativa
para mejorar la produccién de vacu-
nas contra el polio y el rotavirus.

Zapata Lesmes, Cérdenas Cas-
tro y Bello (2005) realizaron un es-
tudio en cultivos celulares de un
insecto vector del parésito Leishma-
nia, para determinar la relacién en-
tre pardsitos y sus insectos vecto-
res, dentro de un campo de amplio
interés para paises tropicales como
Colombia en busca del abordaje in
vitro de estudios de enfermedades
transmitidas por vectores.

Conclusiones

El desarrollo biotecnolégico que han
tenido los cultivos celulares los con-
vierte en un sistema viable, econdmi-
co y eficiente para realizar diferen-
tes tipos de investigacion bésica y
aplicada, sin el uso de animales de
experimentacion.

Dentro de las ventajas se en-
cuentran: son de facil mantenimien-
to; requieren poco espacio fisico;
son excelentes para el desarrollo de
vacunas, investigaciones en ingenie-
ria de tejidos, reproducciéon de virus
y preparacién de antivirales, para la
produccién en masa de proteinas,
impulsando de manera importante
los estudios en biologia molecular.

Por lo tanto, las lineas celulares
derivadas de animales estan siendo
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preferidas sobre las bacterias y las
levaduras para el desarrollo de pro-
ductos recombinantes, convirtiendo
a esta tecnologia en una herramien-
ta de vanguardia para la investiga-
cién de procesos bioldgicos, médi-
cos y biofarmacéuticos.
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