Taller cultivo
celular

Herramientas utiles para la labor diaria




MODULOS

1- Comunicacion
2-Uso correcto de equipamiento
3-Esterilizacion material

4- Medios y suplementos
5-Congelamiento celular/Recuento

celular
6-




Objetivo
Tomar conocimiento de las
distintas herramientas para

estandarizar procesos y
disminuir los riesgos a los que se
exponen los cultivos celulares




Modulo 6:

Descongelamiento
celular







DESCONGELAMIENTO
CELULAR

01

01

02

02

Raido, 1-3 min o hasta que se
derritan los cristales de hielo
Descongelar en bano de 37°C

Utilizar barbijo y gafas al
descongelar ya que hay peligro de
explosion del vial

Utilice las técnicas asépticas
para trabajar en la cabina

Sacar el criovial, desinfectar
rociando con alcohol 70% e
introducir en la cabina

Remover DMSO o plaquear




DESCONGELAMIENTO
CELULAR




Remover DMSO o

No Remover
DMSO...













Destapar el vial y transferir el contenido a un
tubo estéril y centrifugarcon 9 ml del MCC.

Remover—el crioprotector (DMSO) centrifugando 10
min a 125g.

REMOVER EL
DMSO

Descartar el sobrenadante y resuspender las
celulas en 1-2 ml de MCC.

Transferir la.suspensién celular a una placa o
flask, .con MCC._completo, mezclar suavemente.

24 h despues chequear el cultivo al MO y
expandir si es necesario
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FASES DEL CRECIMIENTO

CELULAR

las células crecen y se dividen enemonocapas O en suspension, siguiendo
patrones de crecimiento ocaracteristicosS, que cuenta de 4 fases:

Stationary phase
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Lag
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-Lag (inmediatamente después de plaquearla,
crecimiento lento, recuperacidn del estrés del
subcultivo)

“Log o exponencial (entra sen .~ crecimiento
exponencial hasta que se dlena“el Ultimo lugar
en la placa o la concentracion celular excede
la capacidad del medio)

-Estacionaria o plateau (proliferacidén lenta y
detencidén del crecimiento)



IMPORTANTE

Para asegurar:
e la viabilidad
e estabilidad genética
e estabilidad fenotipica

Las lineas celulares deben ser mantenidas en 1la fase
exponencial.

Necesitan ser subcultivadas o expandidas de manera regular
antes que entren en (la fase estacionaria de crecimiento,-antes
que la monocapa llegue al 100% de confluencia o .antes .que 1la
suspensién ' ‘celular alcance el maximo de.. densidad celular
recomendado.

Generar la curva de crecimiento.”de cada linea celular permite
determinar las caracteristicas de crecimiento de esa linea.



CHEQUEO DE

PLACAS - —




Observar:
e Morfologia y viabilidad de 1los
cultivos de manera regular y
cuidadosa.

e Examinar el medio para detectar
contaminacién microbiana:
Cambio de color del medio por variacion
de pH (amarillo o violeta)

Turbidez

e Presencia de particulas

e Presencia de pequenas colonias de
hongos en la interfase medio-aire.

e Observar los bordes de las placas a
simple vista (gotas o chorreado)

e 40x, chequear el medio para ver si hay |
evidencia de contaminacién microbiana
y la morfologia de las células.




EJEMPLOS DE CRECIMIENTO
CELULAR

ATCC Number: CCL-81
Designation:  Vero

Low Density Scale Bar = 100um High Density : Scale Bar = 100pym




EJEMPLOS DE CRECIMIENTO
CELULAR

ATCC Number: TIB-202
Designation:  THP-1

Low Density ™ High Density




EJEMPLOS DE CRECIMIENTO
CELULAR

ATCC Number: CRL-1458
Designation:  NIH/3T3
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Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm




EJEMPLOS DE CRECIMIENTO
CELULAR

ATCC Number: TIB-152

Designation:  Jurkat (Clone Eé-1)
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Low Density Scale Bar = 100um




EJEMPLOS DE CRECIMIENTO
CELULAR

ATCC Number: HTB-3é
Designation: JEG-3
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EJEMPLOS DE CRECIMIENTO
CELULAR

ATCC Number: CCL-81
Designation: CHO-K1

Low Density Scale Bar=100um  High Density Scale Bar = 100um




